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RESUMO

Estudos recentes tém estabelecido um novo eixo regulatorio do Sistema Renina
Angiotensina. Neste eixo, a Angiotensina-(1-7) [ANG-(1-7)] é produzida a partir da
Angiotensina | (ANG |) e Angiotensina Il (ANG Il), através da atividade catalitica da
isoforma 2 da enzima conversora de angiotensina (ECA2). Ao contrario do modelo
classico “ECA / Angiotensina Il / receptor AT4”, o eixo “ECA2 / Angiotensina-(1-7) /
receptor Mas” apresenta acdes vasodilatadora e anti-proliferativa, além das
atividades de natriurese e envolvimento com o sistema bradicinina-6xido nitrico. A
ANG-(1-7), uma vez liberada nos sinusdides dos corpos cavernosos, pode estar
relacionada com o processo de erecao peniana. Neste estudo, foi avaliada a
importancia de manobras farmacolégicas que aumentam a atividade e/ou a
concentracdo de componentes desse novo eixo no tratamento da disfungao erétil.
Essas manobras incluiram a administragcao cronica de medicamentos que aumentam
a formacdo da ANG-(1-7), inibidores da enzima conversora de angiotensina,
enalapril e captopril, € um bloqueador de receptor AT, para ANG Il, candesartana.
Essas manipulagcbes farmacoldgicas, foram testadas em modelos animais que
sabidamente apresentam disfungao erétil (DE), como ratos com hipertensao induzida
por acetato de deoxicorticosterona (DOCA, 200 mg/Kg) ou N®-nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME, 25 mg/Kg/dia) e ratos com diabetes induzida por estreptozotocina
(STZ, 40 mg/Kg). Os tratamentos com candesartana (2 mg/Kg/dia) ou enalapril (30
mg/Kg/dia) produziram uma redug¢ao na hipertensao induzida por L-NAME, que nao
foi acompanhada por melhora na funcéo erétil. Pelo contrario, o tratamento com
enalapril, nessa dose, reduziu o indice de eregdo (razdo PIC/PAM) quando
comparados aos animais controles. No modelo de hipertenséo induzida por DOCA-
sal, foi observada uma reducdo nos niveis presséricos acompanhada de uma
melhora significativa dos indices de ere¢cdo apds o tratamento por 4 semanas com
captopril (25 mg/Kg/dia) ou candesartana (2 mg/Kg/dia). A DE nos ratos
hiperglicémicos s6 foi observada apds 8 semanas da injecao de STZ. Nesses ratos,
o indice de eregao por estimulagcdo do ganglio pélvico maior no modelo anestesiado
foi significativamente restabelecido apds o tratamento com captopril ou candesartana
por 8 semanas. Nossos dados sugerem que a utilizagdo crbnica de captopril ou

candesartana, manobras que aumentam os niveis circulantes de ANG-(1-7),



apresentam um potencial no tratamento da DE de pacientes hipertensos e/ou

diabéticos.

Palavras-chaves: Angiotensina-(1-7). Sistema Renina-Angiotensina. Disfungéo

erétil. Hipertensao. Diabetes
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ABSTRACT

Recent studies established a new regulatory axis of the renin-angiotensin system. In
this axis, the Angiotensin-(1-7) [ANG-(1-7)] is produced from Angiotensin | (ANG 1)
and Angiotensin Il (ANG Il) through the catalytic activity of the isoform Angiotensin-
Converting Enzyme 2 (ACE2). Unlike the classic model “ACE / Angiotensin Il / AT1
receptor”, the “ECA2 / Angiotensin-(1-7) / Mas” has vasodilator and anti-proliferative
activities in addition to natriuresis and involvement in the bradykinin-nitric oxide
system. ANG-(1-7), once released into the sinusoids of the corpora cavernosa may
be involved to penile erection process. In this study, we evaluated the importance of
pharmacological managements that increase the activity and / or concentration of
components of this new axis in the treatment of erectile dysfunction. These
interventions involve the chronic administration of drugs that increase ANG-(1-7)
formation such as angiotensin-converting enzyme inhibitors, enalapril and captopril,
or an AT1 receptor blocker, candesartan. These pharmacological interventions have
been tested in animal models of erectile dysfunction (ED), such as rats with
hypertension induced by deoxycorticosterone acetate (DOCA, 200 mg/Kg by
subcutaneous pellet implant) or N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 25
mg/Kg/day in drinking water) and rats with diabetes induced by streptozotocin (STZ,
40 mg/Kg). Treatment with candesartana (2 mg/Kg/day) or enalapril (30 mg/Kg/day)
produced a reduction in hypertension induced by L-NAME, which was not
accompanied by improvement in erectile function. In contrast, treatment with enalapril
in this dose reduced the erection index (ICP/MAP ratio) compared to control animals.
In the DOCA-salt hypertensive rats, we observed a reduction in blood pressure
accompanied by a significant improvement of erection index after treatment for 4
weeks of captopril (25 mg/Kg/day) or candesartan (2 mg/Kg/day). ED in
hyperglycemic rats was only stablished after 8 weeks of STZ injection. Erection index
induced by major pelvic ganglia electrical stimulation in anesthetized rats was
significantly restored after treatment with captopril or candesartana for 8 weeks. Our
data suggest that chronic use of captopril or candesartana, pharmacological
interventions that increase circulating levels of ANG-(1-7), have the potential to treat

ED in patients with hypertension and/or diabetes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicdo e epidemiologia da disfuncéo erétil

Disfuncao erétil (DE) € definida como a inabilidade de se alcangar e/ou manter uma
erecdo peniana adequada para a satisfacdo sexual (NIH, 1993). E estimado que a
DE afeta 152 milhdes de homens em todo o mundo e a previsao é que, em 2025,
haja 325 milhdes de homens com disfungdo eréti, um aumento de,
aproximadamente, 170 milhdes de casos (AYTAC e cols., 1999). De acordo com
Moreira e cols. (2003), aproximadamente, 46% dos homens brasileiros relatam
algum grau de DE, o que pode contribuir para uma diminuicdo da qualidade de vida

em muitos casos.

A prevaléncia da disfuncao erétil esta fortemente relacionada com a idade. De
acordo com um estudo realizado em Portugal por Teles e cols. (2008), em homens
com idade entre 40-69 anos, a prevaléncia da DE é de 29%; entre 50-59, cerca de
50% e entre 60-69, atinge74%.

Muitas classificagbes tém sido propostas para a DE. Algumas sdo baseadas na
causa (diabetes, iatrogénica, traumatica) e outras no mecanismo neurovascular do
processo de eregao (neurogénica, arterial, venosa) (DEAN e cols., 2005) A DE é
primariamente de origem psicogénica, com uma prevaléncia de 90% entre os
homens (MASTERS e cols., 1970). De acordo com a presenga e gravidade da DE,
ela pode ser classificada em ausente, leve, leve a moderada, moderada e grave
(RHODEN e cols., 2002).

O desenvolvimento da DE é geralmente multifatorial com varios fatores de risco
associados: idade (homens entre 50-90 anos tém 10 vezes mais chance de
desenvolver DE), co-morbidades (diabetes, disturbios cardiovasculares,
arteriosclerose, problema renal crénico, faléncia hepatica, doenca de Peyronie,
desordens endocrinas e neuroldgicas, hipertensdo e desordens psiquiatricas),
condigdes traumaticas (cirurgia vascular, urolégica, pélvica e injuria da medula

espinhal), estilo de vida / comportamento (abuso de alcool, drogas, anabolizantes,
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cigarros e conflitos com a(o) parceira(o) sexual e medicagbes (anti-hipertensivos,
anti-histaminicos, antidepressivos, tranquilizantes e antipsicéticos) (DAVIES e cols.,
2008).

1.2 Anatomia peniana

O pénis é constituido de trés colunas cilindricas de tecido erétil, que sdao mantidas
unidas através de tecido fibroso e recobertas por pele. Os corpos cavernosos,
posicionados dorsalmente, constituem a principal massa do corpo do pénis e
formam o seu dorso e partes laterais. Na juncdo com a face uretral, eles determinam
um sulco mediano largo, onde esta situado o corpo esponjoso. Terminam como
projecdes cegas cobertas pela glande do pénis (GRAY, 1998). O corpo esponjoso é
menor que o corpo cavernoso. Ao passar através do corpo do pénis ele se estreita
ligeiramente; porém, na sua extremidade subitamente se expande para formar a
glande do pénis. A tunica albuginea do corpo cavernoso € o involucro fibroso denso
que se localiza sobre a fascia profunda. Suas fibras superficiais apresentam uma
diregdo longitudinal e formam uma bainha que envolve ambos o0s corpos
cavernosos. Suas fibras mais profundas estdo dispostas circularmente em torno de
cada corpo e se encontram no plano mediano para formar o septo do pénis. Préximo
a raiz do pénis, o septo é espesso e completo. J&4 em direcdo a sua extremidade
livre, ele se torna mais fino e apresenta algumas solugbes de continuidade através
das quais 0s corpos cavernosos se comunicam entre si. A tunica albuginea do corpo
esponjoso é mais fina e mais elastica do que a bainha correspondente em torno do
corpo cavernoso. O interior do corpo cavernoso e esponjoso esta dividido em
numMerosos espacos cavernosos através de muitas trabéculas. Essas trabéculas
correm em todas as diregdes através do tecido erétil. Elas consistem de fibras
elasticas, colagenas e musculares lisa, dando sustentacdo aos nervos, sinusoides e
artérias helicinais. O corpo cavernoso inteiro € um conglomerado de sinusdides,
maior no centro e menor na periferia. No estado flacido, o sangue difunde
lentamente dos sinusodides centrais para os periféricos. No corpo esponjoso e na
glande, a estrutura é similar, exceto que os sinusoides sdo maiores em diédmetro e a

tunica é mais fina no esponjoso e ausente na glande (Fig.1).
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O principal suprimento arterial do tecido peniano é feito através das artérias
pudendas internas, que se ramificam em artéria dorsal, bulbouretral e cavernosa. A
artéria cavernosa entra nos corpos cavernosos e irriga a maior parte do tecido erétil.
Ao longo de seu curso, ela fornece varios ramos (artérias helicinas) que vao suprir 0
tecido trabecular erétil e os sinusoides (GRAY, 1998). Estas artérias helicinas estao
contraidas e tortuosas no estado flacido e tornam-se dilatadas e estiradas durante a
erecao. A artéria dorsal do pénis corre inferiormente a fascia profunda, sobre o dorso
do pénis, entre o nervo dorsal, na sua face lateral e a veia profunda, na sua face
medial. Seus ramos auxiliam a irrigacdo do tecido erétil do corpo cavernoso e do
corpo esponjoso, € anastomosam-se com ramos da artéria profunda do pénis e

artéria do bulbo. A artéria dorsal fornece a maior parte da irrigacao da glande (Fig.1).

A drenagem venosa origina-se em pequenas vénulas nos espagos sinusoidais
periféricos, abaixo da tunica albuginea (Fig.1). Essas vénulas viajam nas trabéculas
entre a tunica e os sinusdides e vao formar o plexo venular subtunico, antes de sair
como veias emissarias. A maioria dessas veias sai dorsalmente para penetrar
profundamente na veia dorsal ou lateralmente na veia circunflexa; algumas
emergem ventralmente e penetram na veia periuretral. Como a glande do pénis nao
€ coberta pela tunica, os sinusoides da glande desembocam diretamente em veias
que formam o plexo retrocoronal. Ao longo desse curso, a veia dorsal do pénis
recebe muitas veias circunflexas; juntas, essas eventualmente ascendem atras do

0SS0 pubico para tornar-se o plexo periprostatico.

A glande do pénis é a porcdo terminal em forma de cone, que é formada pela
ampliacdo do corpo esponjoso. A abertura da uretra na extremidade da glande do
pénis € chamada ostio externo da uretra. A coroa da glande € a proeminente
saliéncia posterior da glande do pénis. Na face inferior da glande, uma prega vertical

de tecido chamada frénulo do prepucio prende a pele que cobre o pénis na glande.

Na pele que cobre o pénis faltam pélos e células adiposas, e é geralmente mais
pigmentada que o resto da pele do corpo. A pele do corpo do pénis esta
frouxamente ligada e continua sobre a glande do pénis como uma bainha retratil

protetora chamada prepucio.
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O pénis tem muitos receptores tateis sensitivos, especialmente na glande, tornando-
0 um orgao altamente sensivel. Além disso, apresenta uma extensa inervagao
motora simpatica e parassimpatica (VAN DE GRAAFF, 2003).

Veia dorsal profunda ——
Tinica albuginea
Espagos sinusdides ——_
Corpos Cavernosos ~=—_|

Artéria cavemosa ————

FIGURA 1 — Anatomia e hemodinamica peniana.
Fonte: adaptado de KANDEEL e cols., 2001, p. 343.

1.3 Fisiologia da erecdo peniana

O estado erétil do pénis depende da regulagdo do tdbnus da musculatura lisa nas
paredes das arteriolas cavernosais e trabécula dos sinusoides cavernosais. A
dilatagdo dos vasos sanguineos do pénis resulta num aumento do fluxo sanguineo,
levando a erecdao. Um dos mais importantes mediadores da erecédo é o 6xido nitrico
(NO), o qual é sintetizado e liberado nos nervos terminais parassimpaticos nao
adrenérgicos nao colinérgicos (NANC) e pelas células endoteliais dos vasos e
sinusodides. O NO age nas células musculares lisas para induzir o relaxamento. As
células endoteliais, consequentemente, desempenham um papel critico na fisiologia
e patologia da eregéo, o que tem levado diversos grupos a investigar marcadores

bioquimicos de danos celulares da DE. Entretanto, a estreita correlacido da DE e
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funcao endotelial levam muitos investigadores a dizer a frase: “DE2: disfuncao erétil
= disfuncao endotelial” (GUAY, 2007; DAVIES e cols., 2008).

A contragdo e o relaxamento da musculatura lisa sdo regulados pelo Calcio (Ca®")
citosélico (sarcoplasmatico) livre. A norepinefrina dos nervos terminais, endotelinas e
prostaglandina Fyq provenientes do endotélio atuam sobre as células musculares
lisas aumentam o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG), resultando na
liberagdo de Ca* dos estoques (reticulo sarcoplasmatico) ou abertura dos canais de
Ca?* nas membranas das células musculares lisas, levando a um influxo de Ca®* dos
espacos extracelulares. Em altas concentragdes, o Ca** liga-se a calmodulina,
alterando sua conformacdo e expondo sitios de ligacdo para a interagdo com a
quinase da miosina de cadeia leve. Esta ativacao resultante catalisa a fosforilagao
da miosina de cadeia leve e provoca o cruzamento ao longo dos filamentos de actina
e desenvolvimento de forca. Esta fosforilagdo também ativa a miosina ATPase, que
hidrolisa ATP promovendo energia para a contragdo muscular. Outro mecanismo de
ativacado da contracao é através da excitacdo dos receptores acoplados a proteina
G. Esta via envolve RhoA, uma pequena e monomérica proteina G que ativa a Rho-
quinase. Esta enzima ativada inibe a subunidade regulatéria da miosina fosfatase e
previne a defosforilagdo dos miofilamentos, mantendo o tdénus contratil. Ja o
relaxamento da musculatura é seguido por um decréscimo do Ca®" livre no
sarcoplasma. A calmodulina dissocia-se da quinase da miosina de cadeia leve e a
inativa. Quando a miosina € defosforilada pela fosfatase da miosina de cadeia leve
ela é desatada do filamento de actina e o musculo relaxa. A via do NO-GMPc no
musculo liso do corpo cavernoso também contribui com o relaxamento através da
reversdao do mecanismo excitatorio de transducgao de sinal. O AMPc e GMPc sao
segundos mensageiros envolvidos no relaxamento da musculatura lisa. Eles ativam
as proteinas quinases dependentes de AMPc e GMPc que alteram certas proteinas
e canais ionicos por fosforilagdo, resultando na abertura de canais de potassio e
hiperpolarizagdo, seqliestro de Ca®" pelo reticulo endoplasmatico e inibicdo dos
canais de Ca?' voltagem-dependentes, bloqueando o influxo de Ca*. A
consequéncia é uma queda de Ca** citosdlico livre e o relaxamento do musculo liso

vascular e cavernosal, com consequente erecao peniana (DEAN e cols., 2005).
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1.4 Controle do tébnus da musculatura lisa peniana

As fibras parassimpaticas inervam diretamente a musculatura lisa cavernosal e as
células endoteliais sinusoidais. A acetilcolina (ACh) €& o neurotransmissor
parassimpatico que, através da ativagdo de receptores colinérgicos presentes nas
células endoteliais, ativa a produgdo de NO, a partir da o6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), via fosfolipase C, pela produgdo de IP3, com consequente
aumento da producdo de Ca®* , o qual ativa a eNOS. A inervagdo parassimpatica
das células musculares, por outro lado, € mediada por ativagdo da guanilato ciclase,
que forma o monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e este ativa a proteina
quinase e reduz os niveis de Ca**, o que leva a uma separacéo dos filamentos de
actina-miosina, levando ao relaxamento muscular. O NO produzido localmente na
célula muscular ou proveniente da difusdo das células endoteliais adjacentes, é o
principal mediador do relaxamento, via estimulo da produ¢dao de GMPc. Ainda, o
peptideo vasointestinal (VIP), produzido pelas fibras parassimpaticas nao
colinérgicas, também chamadas peptidérgicas, desempenha um menor papel na
estimulacéo direta do relaxamento da musculatura lisa cavernosal (via NO-GMPc)
(Fig. 2). Além deste peptideo, outras substancias também foram relacionadas como
capazes de estimular o relaxamento da musculatura lisa e, consequentemente,
aumentarem a resposta erétil: bradicinina, peptideo metionina histidina, polipetideo
pituitario ativado pela adenilato ciclase, helospectina, galanina, peptideo relacionado
ao gene da calcitonina, prostaglandina E-1 e Angiotensina-(1-7). (KANDEEL e cols.,
2001; YOUSIF e cols., 2007).

A inervacao simpatica das células musculares lisas envolve a producdo de
norepinefrina (NE) e nao-adrenérgicas, o neuropeptideo Y (NPY). A ativagao dos
receptores a¢ e a; adrenérgicos, em conjunto com as agdes do NPY e endotelina-1,
€ responsavel pela contracdo das células musculares lisas. Outros
neurotransmissores sao capazes de promover a contragdo da musculatura lisa e,
consequentemente, a detumescéncia peniana: endotelina-1, substancia P,
prostaglandina F-2«, tromboxana A-2, Angiotensina Il e célcio (DE TEJADA e cols.,

1988). Existe uma relagao cruzada entre as duas divisdes da inervacao autonémica,
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via receptor a, adrenérgico e M2 muscarinico, o que auxilia na inibicdo de cada
divisdo quando o outro esta ativado (KANDEEL e cols., 2001) (Fig. 2).

SIMPATICO PARASSIMPATICO
: Peptidérgica
Peptidérgica
(NPY) (VIP)

Oxido nitrico sintase
nNOS)+
( }*:J:;- Ang-(1-7)

Wyt
\ MUSCULO LISO

Ang-(1-7 :
LUMEN ARTERIOLAR OU ESPACO SINUSOIDAL CELUAENDOTEL RS,

FIGURA 2 — Controle da fungdo muscular peniana. Inervacao simpatica e parassimpatica. As setas
pontilhadas representam relativa importancia da inervagdo ou neurotransmissao, + representa
estimulo e — inibicdo ou efeito negativo. NPY = neuropeptideo Y, NE = norepinefrina, A-R = receptor
adrenérgico, VIP = peptideo intestinal vasoativo, M-R = receptor muscarinico, AC = acetilcolina, NO =
oxido nitrico, NNOS = 6xido nitrico sintase neuronal, eNOS = 6xido nitrico sintase endotelial, Ang-(1-
7) = Angiotensina-(1-7), EN = endotelina, Ang Il = Angiotensina II.

Fonte: adaptado de KANDEEL e cols., 2001, p. 345.

1.5 O Sistema Renina-Angiotensina e a disfuncéo erétil

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) desempenha um papel critico no sistema
cardiovascular. Recentes estudos tém encontrado varios componentes com agdes
fisiologicas neste sistema e tém proposto novas vias de sinalizagdo. Num sistema
classico, a Angiotensina Il (ANG Il) produzida a partir da Angiotensina | (ANG 1) pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma forte substancia bioativa. ANG I
liga-se a dois tipos de receptores chamados receptores para ANG Il do tipo 1 (AT4) e
do tipo 2 (AT,). Em disturbios cardiovasculares, a estimulacdo do receptor AT,
parece antagonizar o sinal associado com a estimulagcdo do receptor AT (IWAIl e
cols., 2009).
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Recentemente, um novo eixo do SRA tem sido estabelecido. Neste eixo, ANG | é
finalmente convertida em Angiotensina-(1-7) [ANG-(1-7)] pela atividade catalitica da
isoforma 2 da enzima conversora de angiotensina (ECAZ2) (SANTOS e cols., 2008).
Os mecanismos de agdo da ANG-(1-7) ainda estdo sendo investigados por muitos
grupos de pesquisa. Dentre as recentes descobertas, esta o receptor Mas acoplado
a proteina G, o qual € um receptor para a ANG-(1-7) (SANTOS e cols., 2003). Além
da ECA2, outras enzimas também estdo envolvidas na formagdo da ANG-(1-7),
incluindo a prolil-endopeptidase (PEP), neutral-endopeptidase (NEP) e prolil-
carboxipeptidase (PCP) (IUSUF e cols., 2008) (Fig. 3).

[ Angiotensinogénio

Renina

Ang I (1- 10) Ang -(1 9) Ang (1-12)

ECA quinase \ | /

[Ang Il (1- 8)] - m

PCP
PEP

[ AT ] AT2 ( Mas AT1?.=?5]

FIGURA 3 — Vias de formagéo da Ang Il e Ang-(1-7). Os retangulos em cinza indicam os
receptores que medeiam os efeitos agonistas (setas duplas) dos peptideos. As setas simples
representam as conversdes metabdlicas. A sequéncia de aminoacidos relativa a cada
peptideo é dada em parénteses. ECA: enzima conversora da angiotensina; Ang:
angiotensina; AT4: receptor tipo 1 da Ang Il; AT,: receptor tipo 2 da Ang Il; Mas: receptor
acoplado a proteina G, codificado como Mas proto-oncogene, o qual medeia os efeitos da
Ang-(1-7); AT17p7: receptor da Ang-(1-7) que é inibido pela pro-Angiotensina-(1-7); PCP:
prolil-carboxipeptidase; PEP: prolil-endopeptidase; NEP: neutral-endopeptidase.

Fonte: adaptado de IUSUF e cols., 2008, p. 305.

O papel biolégico e a relevancia da ANG-(1-7) foi descartada por muitos
investigadores, acreditando ser esta angiotensina somente um produto da
degradacgao da ANG Il e um dos mecanismos de inativagdo da ANG Il. No entanto,
recentes estudos indicam que a ANG-(1-7) apresenta papéis ativos no SRA. ANG-
(1-7) causa vasodilatacdo, que antagoniza a vasoconstricdo mediada pelo estimulo

do receptor AT4. Este efeito parece envolver a via bradicinina-NO. Estes resultados
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sugerem que a ANG-(1-7) antagoniza o efeito pressor da estimulagdo do receptor
AT4, podendo agir como um antagonista do receptor AT+, resultando numa queda da
pressédo sanguinea e um efeito 6rgéo protetor, como a reducgéo do efeito hipertrofico
cardiaco e fibrose e dano renal (IWAI e cols., 2009). Dessa forma, podemos dizer
que o SRA apresenta dois eixos contra-regulatorios: o eixo ECA/ANG ll/receptor
AT, vasoconstritor/proliferativo e o eixo ECA2/ANG-(1-7)/receptor Mas,

vasodilatador/anti-proliferativo (Fig. 4).

ECA ECA2
AngII
Angiotensina (Ang) I1 Ang-(1-7)
¢ * Hipertensio ¢

* Proliferacéo celular

EEecniRg » Estresse oxidativo Mas Receptor AT,
* Normotenséo [ Atividade ECA
» Anti-proliferagio celular [ Atividade ECA2

+ Anti-estresse oxidativo

FIGURA 4 — Balango entre as atividades da ECA e ECA2.
Fonte: adaptado de IWAI e cols., 2009, p. 535.

De acordo com o conceito atual, o SRA regula a eregcdo peniana através da
manutencdo do tdnus cavernosal e promog¢ao de detumescéncia peniana via agao
da ANG Il em receptores ATy (BECKER e cols., 2001). No entanto, outros
peptideos do SRA, incluindo o vasodilatador ANG-(1-7), séo liberados nos corpos
cavernosos (KIFOR e cols., 1997). A hip6tese € que ANG-(1-7), gerada via ECA2,
interage com o receptor Mas e provavelmente com o receptor AT, para induzir de
forma direta ou indireta (envolvendo a ativagao de receptores de bradicinina do tipo
2, By) a liberagdo de NO que levaria a vasodilatagdo (aumento do fluxo sanguineo
cavernosal) e relaxamento da musculatura lisa cavernosal, com consequente eregao

peniana.

Baseado nestas observagdes, um caminho para a terapéutica de disturbios

cardiovasculares seria aquele onde houvesse um aumento ou estimulacdo do eixo
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ECA2/ANG-(1-7)/receptor Mas. Isso nos remete a drogas correntemente utilizadas
como os inibidores da ECA (iECA), bem como os bloqueadores do receptor ATj
(BRA), onde estes farmacos promoveriam a supressdo do eixo ECA/ANG II/AT4,
levando a um aumento significante da expressdo de ECA2, com consequente
aumento nos niveis de ANG-(1-7) (SANTOS e cols., 2008).

A contribuicdo da ANG-(1-7) para o efeito cardiovascular desses farmacos acima
citados foi sugerida a partir da observagéao de que o bloqueio agudo da formagéo ou
acao da ANG-(1-7) reverte o efeito hipotensor da losartana em ratos hipertensos
(NAKAMURA e cols., 2003). Além disso, a infusdo de A-779 (antagonista de
receptores Mas) reverte a agdo antitrombdtica do captoprii e da losartana
(KUCHAREWICZ e cols., 2002), e atenua a atividade potencializadora da bradicinina
induzida por inibidores da ECA em ratos (MAIA e cols., 2004). A presenca da ANG
Il esta associada com a detumescéncia peniana (BECKER e cols., 2001), e os
farmacos que reduzem a formagao ou a agédo da Ang ll, tais como os inibidores da
ECA (iECA) ou antagonistas de receptores AT, (BRA) mostram evidéncias de
melhoria na fungao erétil (DORRANCE e cols., 2002; LLISTERRI e cols., 2001). O
uso de enalapril, mas ndo o de hidralazina (vasodilatador direto), induz
remodelamento estrutural da vasculatura peniana e melhora o fluxo sanguineo para
0 corpo cavernoso em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (HALE e cols.,
2001). O tratamento com captoprii melhora a fungdo erétii em ratos
espontaneamente hipertensos com tendéncia a acidente vascular cerebral (SHRSP),
medido como mudancgas na razao da pressao intracavernosa/pressao arterial media
(PIC/PAM) (DORRANCE e cols., 2002). Essa melhora pode estar associada ao fato
de que inibicdo da ECA causa aumento nos niveis plasmaticos e teciduais de ANG-
(1-7) como mencionado acima (IYER e cols., 1998). O aumento na laténcia para o
inicio do comportamento copulatério e para ejaculagdo induzido por infusdo
intracerebroventricular de ANG Il foi bloqueado por um antagonista de receptor AT
(KEATON e cols., 1998). Esses achados sugerem o efeito benéfico do bloqueio do
SRA sobre a fungao erétil, que pode ser mediado pela ANG-(1-7). A manipulagao
da via de formagcdo da ANG-(1-7) parece apresentar um potencial para o
desenvolvimento de regimes terapéuticos para tratamento de doencgas

cardiovasculares tais como hipertensao, diabetes e DE associada a hipertensao e
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diabetes, devido a habilidade da ANG-(1-7) em induzir a liberacdo de NO e
prostaglandina |, (prostaciclina), assim como sua habilidade de modular as a¢des da
ANG II.

O papel da ANG-(1-7) como modulador do estresse oxidativo induzido por ANG Il &
outro ponto importante a ser considerado. Ja foi demonstrado que a liberacdo de NO
endotelial induzida por ANG-(1-7) é acompanhada de uma reducgao na producéo de
ions superoxido, que pode proteger o endotélio (HEITSCH e cols., 2001). No
entanto, a contribuicdo da ANG-(1-7) como agente anti-oxidante e/ou anti-
inflamatdrio, que se opde a sinalizagdo da ANG Il no tecido cavernoso, ainda nao é
bem esclarecida. Recentemente, Yousif e cols. mostraram que ANG-(1-7) causa
relaxamento de tiras de corpo cavernoso de coelho. Tal relaxamento foi bloqueado
por inibidor da NOS (L-NAME) e se apresentava reduzido em tecido cavernoso de
coelhos idosos ou diabéticos (YOUSIF et al., 2007). Os resultados obtidos com um
mimético da ANG-(1-7), o agonista nao peptidico AVE-0991 (PINHEIRO e cols.,
2004; WIEMER e cols., 2002), fazem com que esse agonista dos receptores Mas se

apresente como uma ferramenta bastante promissora para o tratamento da DE.

1.6 Hipertenséo e disfuncao erétil

A hipertensdo arterial afeta mais de 25% da populagdo adulta ocidental e é
geralmente considerada um problema de saude publica (KEARNEY e cols., 2005),
podendo ainda levar ao desenvolvimento de uma morbidade cardiovascular e
mortalidade (MANCIA e cols., 2007).

Os danos vasculares estruturais e funcionais causados pela hipertensdo contribuem
para o desenvolvimento da DE. Dos pacientes com hipertensdo, cerca de 30%
apresentam DE, sendo que sua severidade esta diretamente relacionada a
severidade da hipertensao instalada (BURCHARDT e cols., 2000). Ainda, em alguns
pacientes hipertensos, é observada uma desregulagdo do SRA, onde a ANG Il
desempenha um papel principal na indugdo da disfungdo endotelial. Segundo
Becker e cols. (2001), os niveis sanguineos de ANG Il na circulagdo cavernosa em
homens com DE organogénica estdo muito mais elevados quando comparados com

homens que apresentam DE psicogénica ou em individuos saudaveis. Em animais
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hipertensos, o fato de a inibicaio da ECA e o bloqueio dos receptores AT;

melhorarem a fungao erétil demonstra os efeitos patolégicos da ANG Il (JIN, 2009).

Por ser a pressdo sanguinea a principal causadora do processo aterosclerético e,
dessa forma, os tecidos genitais vasculares e perivasculares exibirem profundo dano
com o aumento da pressao sanguinea, ndo é surpresa que uma hipertensao
essencial esteja relacionada com a DE (MANOLIS e cols., 2008) e, frequentemente,

seja utilizada como um marcador dessa doenca (FELDMAN e cols., 1994).

1.7 Diabetes e disfuncéo erétil

Diabetes mellitus € uma doenga caracterizada por hiperglicemia que, se nao tratada,
pode levar a complicagdes vasculares e neuroldgicas as quais sao responsaveis
pelo desenvolvimento da disfuncao erétil em pacientes diabéticos (TRONCHINI e
cols., 2010).

Apesar da incidéncia da DE ser de 52% na populagéo entre 40 e 70 anos de idade,
homens com diabetes mellitus apresentam impoténcia mais precocemente e com
alta prevaléncia, chegando a ser superior a 75% (HAKIM e cols., 1996).
Comparando-se homens diabéticos e nao-diabéticos, observou-se uma ocorréncia
da DE cerca de dez a quinze anos antes nos diabéticos (FELDMAN e cols., 1994),
uma menor responsividade ao tratamento oral (GOLDSTEIN e cols., 1998) e uma
maior associagdo a outras comorbidades tais como hipertensdo, hiperlipidemia e
sindrome metabdlica (MALAVIGE e cols., 2009).

A etiologia da DE no diabetes é considerada multifatorial. Uma fungao erétil normal é
produto de um complexo processo envolvendo fatores bioldgicos e psicologicos. A
erecao resulta de impulsos nervosos que produzem relaxamento da musculatura lisa
cavernosal e vascular, levando ao aumento do influxo arterial nos corpos
cavernosos. Este efeito € predominantemente mediado pelo NO, que é produzido via
ativagao parassimpatica, NANC e neurbnios colinérgicos que estimulam as células
endoteliais, provocando uma cascata de reacdes moleculares que resulta no

relaxamento das células musculares lisas e vasodilatacdo. O aumento do fluxo
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sanguineo impede o efluxo venoso através da compressado das veias subtunicais,
mantendo a erecdo. Mudancas fisiopatologicas associadas ao diabetes tais como
vasculopatia, neuropatia, hipogonadismo e fatores locais podem estar associados ao
desenvolvimento da DE (Fig. 5) (MALAVIGE e cols., 2009).

‘ Fisiopatologia da DE diabética ‘

Comorbidades associadas
= Hiperlipidemia

= Hipertenséo

= Obesidade

= Sedentarismo

Diabetes mellitus tipo 2 |
= 1 aglicar no sangue N
= resisténcia a insulina
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\.f:ﬂs:cl:gopatla Neuropatia Hipogonadismo Fatores locais
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Musculatura lisa cavernosal = | Libido
DE [

FIGURA 5 — Fisiopatologia da DE na diabetes. | indica reducao; < indica causa unidirecional; <
indica causa bidirecional; DE = disfuncéo erétil; NO = 6xido nitrico.
Fonte: adaptado de MALAVIGE e cols., 2009, p. 1235.

1.8 Farmacologia da disfuncgéo erétil

A terapia para a disfungao erétil inclui a modificagdo dos fatores de risco associados,
seguida de aconselhamento e, se necessario, medicagdo. As intervencdes para as
modificagdes no estilo de vida tais como dieta controlada, perda de peso, cessagao
de fumo, consumo moderado de alcool e aumento da pratica de atividade fisica tém
se mostrado benéficas para os homens que apresentam DE, visto que promovem
uma melhora na fungéo endotelial (JACKSON, 2007).

A farmacoterapia inicial para o tratamento da disfungéo erétil envolve a utilizagéo
dos agentes da classe dos inibidores da fosfodiesterase 5 (iPDES5), como sildenafila
(Viagra®), tadalafila (Cialis®), vardenafila (Levitra®) e lodenafila (Helleva®). O

mecanismo de agao destes agentes relaciona-se com a inibicdo da PDES, que leva
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ao aumento os niveis de GMPc, levando a um relaxamento da musculatura lisa do
tecido peniano, permitindo uma erecdo peniana de melhor qualidade e mais
duradoura. Esses agentes apresentam uma eficacia clinica de aproximadamente 60
a 70 %, havendo uma redugdo em pacientes que apresentam disturbios
neurolégicos ou vasculares mais severos. As contra-indicagées incluem o uso
concomitante com nitratos, a-bloqueadores, histéria de retinite pigmentosa e
condicbes que predispdem ao priapismo, como leucemia ou mieloma multiplo
(HATZIMOURATIDIS e cols., 2008).

Ainda na terapia oral, outros agentes, hoje praticamente em desuso, foram utilizados
no tratamento da DE tais como a fentolamina, ioimbina e apomorfina. A fentolamina
€ um antagonista nao-seletivo a-adrenérgico e seu mecanismo de agédo esta
relacionado com a diminuicdo da funcdo contratii da musculatura lisa do corpo
cavernoso, com consequente facilitagdo da erecdo. De forma semelhante, a
ioimbina, um antagonista a-adrenérgico, age na melhora da resposta erétil. A
apomorfina, um agonista dos receptores centrais de dopamina (D1 e D2), promove a
ativagdo das vias ocitocinérgicas, levando a um aumento da libido, o que implica
diretamente no aumento do desejo sexual, bem como na facilitacdo do orgasmo. Os
efeitos colaterais mais comuns associados ao uso da apomorfina sdo o
aparecimento de nauseas e vomitos, o que leva a intolerancia pelos pacientes
(BIVALACQUA e cols., 2000).

A segunda linha de tratamento da DE envolve os agentes vasoativos administrados
localmente, através de inje¢do intracavernosa ou aplicagdo transuretral tais como
alprostadil e papaverina. O alprostadil € um analogo sintético da prostaglandina E4
(PGE+) e ¢é a terapia mais eficaz para administragcao intracavernosa. Seu mecanismo
de acéo relaciona-se com um aumento intracelular nos niveis de AMPc, resultando
no relaxamento da musculatura lisa cavernosal e eregdo peniana. Os principais
efeitos adversos relatados pela administracéo local sao dor, hipotensdo, priapismo e
fibrose local no pénis. A papaverina € um inibidor ndo seletivo da fosfodiesterase e
atua prevenindo a quebra de ambos os nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc,
levando ao aumento do relaxamento da musculatura lisa e promovendo erecao

peniana.
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Outras alternativas para o tratamento da DE incluem a utilizacdo de bomba de
vacuo, que atua de forma a facilitar o enchimento de sangue dos corpos cavernosos,
facilitando a ereg¢do, e os implantes penianos, realizados cirurgicamente, mas que

sdo adotados em ultimo recurso para facilitagdo da ere¢céo peniana.
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2 OBJETIVO

Determinar se a manipulagao farmacologica do eixo “ECA2/ANG-(1-7)/receptor Mas”

melhora a fungao erétil de ratos hipertensos e diabéticos.

2. 1 Objetivos especificos:

- Avaliar se o tratamento cronico com inibidor da ECA produz uma melhora na

funcao erétil de ratos hipertensos e diabéticos.

- Avaliar se o tratamento crénico com antagonista de receptor AT1 produz uma

melhora na fungao erétil de ratos hipertensos e diabéticos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Protocolo Experimental

Neste estudo, foi utilizada uma abordagem farmacolégica para verificar se o
tratamento cronico com inibidores da ECA (enalapril, captopril) e antagonista de
receptor AT1 (candesartana) pode reverter ou prevenir a disfungéo erétil observada
em ratos hipertensos e ratos diabéticos. Os modelos de hipertensdo (L-NAME,
DOCA-sal) e diabetes induzida por estreptozotocina (STZ) que sabidamente

apresentam DE severa foram usados nesse estudo.

| Enalapril 30mg/kg/dia Semanas de tratamento

|
|
0 1 2 3 4
I I | | I
| I | | Idade (semanas) I
8 ) 10 11 12
| |
! PAS l
GPM

Figura 6 — Tratamento crénico com enalapril, nos grupos controle e tratados com L-NAME. Legenda:
APO = modelo de eregéo induzida por apomorfina; PAS = presséo arterial sistdlica, por pletismografia
de cauda; GPM = modelo de eregéo induzida por estimulagéo ganglionar (ganglio pélvico maior).
Fonte: protocolo desenhado pela autora



| Captopril 25mg/kg/dia
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Semanas de tratamento
|

|
0 1 2 3 4
I I | | I
I I I I Idade (semanas) I
8 9 10 11 12
| |
| PAS I

GPM

Figura 7 — Tratamento crénico com captopril, nos grupos controle e tratados com DOCA-sal.
Legenda: APO = modelo de eregdo induzida por apomorfina; PAS = presséo arterial sistdlica, por
pletismografia de cauda; GPM = modelo de erecdo induzida por estimulagdo ganglionar (ganglio
pélvico maior).
Fonte: protocolo desenhado pela autora

| Captopril 25mg/kg/dia

Semanas de tratamento
|

I

0 1 2 3 4 5 6 7 8

1< ¢ @ [ | |

o 1
8 9 10 11 12 13 14 15 16

I I

| PAS |

Idade (semanas)

GPM

Figura 8 — Tratamento crénico com captopril, nos grupos controle e com diabetes induzida por STZ.
Legenda: APO = modelo de eregdo induzida por apomorfina; PAS = presséo arterial sistdlica, por
pletismografia de cauda; GPM = modelo de ereg¢do induzida por estimulagdo ganglionar (ganglio
pélvico maior).

Fonte: protocolo desenhado pela autora
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Semanas de tratamento
|

|
0 1 2 3 4
I I | | I
I I I I Idade (semanas) I
8 ) 10 11 12
| |
! PAS I

GPM

Figura 9 — Tratamento crénico com candesartana, nos grupos controle, tratados com L-NAME e
DOCA-sal. Legenda: APO = modelo de ere¢éo induzida por apomorfina; PAS = presséo arterial
sistdlica, por pletismografia de cauda; GPM = modelo de ere¢do induzida por estimulagcdo ganglionar

(génglio pélvico maior).

Fonte: protocolo desenhado pela autora

| Candesartana 2mg/kg/dia

Semanas de tratamento

I
I
0 1 2 3 4 6 7 8
! [ | | I
I b
8 9 10 11 12 14 15 16
I I
| PAS |

Idade (semanas)

GPM

Figura 10 — Tratamento crénico com candesartana, nos grupos controle e com diabetes induzida por
STZ. Legenda: APO = modelo de erecéo induzida por apomorfina; PAS = presséao arterial sistdlica,
por pletismografia de cauda; GPM = modelo de eregéo induzida por estimulagao ganglionar (ganglio
pélvico maior).

Fonte: protocolo desenhado pela autora
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3.2 Animais

Para os modelos de hipertensdo (DOCA-sal e L-NAME) e diabéticos induzidos por
estreptozotocina (STZ) foram utilizados ratos Wistar machos com 08 semanas de
idade e peso em torno de 200-220 g, provenientes do Centro de Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP). Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para uso de animais (Protocolo
n°® 2010/53, CEUA/UFOP).

Os ratos permaneceram no Centro de Ciéncia Animal (CCA) em salas com
temperatura controlada e ciclo de claro/escuro 12/12 horas com livre acesso a agua
e comida (exceto nos casos de tratamento pela agua de beber). Todas as cirurgias
de implantes, nefrectomia, e medida direta da pressao intracavernosa/pressao
arterial foram feitas sob anestesia pela mistura de quetamina/xilasina (100/14 mg/kg,
IM), seguindo as normas de esterilizagao e desinfec¢cao. Ao final dos experimentos,
os ratos foram sacrificados sob anestesia pelo CO,. Os animais tiveram sua pressao
arterial sistdlica monitorada semanalmente durante os tratamentos cronicos pelo
método de pletismografia de cauda e, os ratos diabéticos, tiveram ainda
monitoramento semanal da glicemia (glicemia capilar, glicosimetro Breeze 2°,

Bayer).
3.3 Modelos de estudo de erecdo em ratos

Os animais tiveram a fungéo erétil monitorada nas semanas 0 e 4 (para os animais
acompanhados por 4 semanas) ou 0, 4 e 8 (para os animais acompanhados por 8
semanas), através do modelo de estudo de erecao induzida por apomorfina (ratos
conscientes), com inicio a partir da 8% semana de idade. Ao final de cada protocolo
estudado (4 ou 8 semanas de tratamento), os mesmos foram submetidos ao estudo

de erec¢do induzida por estimulagcdo ganglionar (ratos anestesiados).
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3.3.1 Erecao induzida por apomorfina (ratos conscientes)

Os ratos acordados receberam uma injecdo subcutadnea (na regido dorsal) de
apomorfina (80 ug/kg) preparada em solugao salina (0,9 g/100mL) contendo acido
ascorbico (100 pg/mL) num volume de 0,01 mL/100g. Em seguida, foram colocados
individualmente em uma caixa de madeira, com a frente e o fundo de vidro
transparente, onde foram filmados por 30 minutos com o auxilio de duas cameras
digitais colocadas em frente e embaixo da caixa. Esse procedimento foi realizado em
uma sala silenciosa e com luminosidade semelhante aquela do biotério. Os animais
receberam um treinamento (ambientagdo na caixa por 30 minutos sem filmagem)
antes da aplicagdo de apomorfina e realizagdo das filmagens. A partir dos filmes
obtidos, o numero de eregdes foi contado. Uma erecao tipica constitui 0 momento
em que o rato apodia-se nas patas traseiras e curva-se em direcdo ao pénis,
segurando e lambendo o membro por, aproximadamente, 15 segundos. Foram
também observados os efeitos decorrentes da administragcdo da apomorfina como
bocejos, lambedura das patas dianteiras, apoio do corpo nas patas traseiras, com
envergadura corporal. Os ratos controles receberam uma inje¢cdo subcuténea (na
regido dorsal) de veiculo (solugdo salina 0,9 g/100mL) contendo acido ascorbico
(100 pg/mL) num volume de 0,01 mL/100g.

3.3.2 Erecdo induzida por estimulacdo ganglionar (ratos anestesiados)

Os ratos anestesiados pela mistura quetamina/xilasina tiveram a artéria femural
esquerda canulada por um tubo de polietileno PE-10 soldado a um polietileno PE-50,
contendo salina heparinizada 50 Ul/mL e conectado a um transdutor de presséo e
um sistema de aquisi¢ao de dados para monitoramento continuo da pressao arterial
média (FIG. 11). Em seguida, foi realizada uma incisdo mediana suprapubiana, na
porcao inferior direita da cavidade abdominal e exposigdo do ganglio pélvico maior

(GPM) para posterior estimulagao elétrica (FIG. 12).
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FIGURA 11 — Monitoramento da pressao arterial média.
Fonte: figura de experimento feito pela autora
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FIGURA 12 — Exposigéo do ganglio pélvico maior (GPM).
Fonte: adaptado de HEDLUND e cols., 2005.

O pénis foi isolado e exposto e um dos corpos cavernosos foi canulado por uma
agulha de pequeno diametro (calibre 30 G) inserida em um polietileno PE-10 (FIG.
13), contendo salina heparinizada 50 Ul/mL, conectado a transdutor de pressao e
um sistema de aquisi¢do de dados para medida da pressao intracavernosa. Um
eletrodo bipolar de platina foi colocado no centro do GPM e ajustado posteriormente.
A estimulagao foi realizada de forma continua e crescente, fixando-se a tensdo em 4
Volts, pulsos de 5 milissegundos e frequéncia variando de 1 a 16 Hz, com mudanca
de frequéncia a cada 30 segundos (Estimulador GRASS SD9). A presséo
intracavernosa (PIC) e a pressdo arterial média (PAM) foram monitoradas
continuamente durante a estimulacdo ganglionar, através de um sistema de

aquisicao de dados (DATAQ/Windaq, verséo 2.63). Os resultados (indice de eregao)
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foram expressos como a razédo da PIC/PAM (magnitude da resposta maxima) para
cada frequéncia utilizada para os estimulos do GPM. Foram realizadas 3 sequéncias
de estimulacéo elétrica (frequéncias 0, 1, 2, 4 , 8, 12 e 16 Hz), com intervalos de 5
minutos entre as mesmas. Ao final do experimento, esses animais ainda sob

anestesia foram sacrificados em cadmara de CO..

cranial
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FIGURA 13 — Exposig&o do corpo cavernoso.
Fonte: adaptado de HEDLUND e cols., 2005.

3.4 Monitoramento da pressao arterial

O método utilizado para monitoramento semanal da pressdo arterial foi o de
pletismografia de cauda. Os ratos foram acondicionados em caixas contentoras de
acrilico, para limitar seus movimentos. Na cauda, foi colocado um manguito (tail-cuff)
acoplado a uma bomba insufladora de ar (Eletro-esfigmomanémetro, Narco Bio-
Systems) para promover o enchimento do manguito e consequente oclusao do fluxo
sanguineo, além de um sensor piesoelétrico para deteccdo do pulso (FIG. 14). A
cauda foi levemente aquecida por uma lampada a fim de promover a dilatagdo da
artéria caudal e possibilitar a deteccdo do pulso pelo sensor. Tanto o manguito
quanto o sensor foram acoplados a um sistema de aquisigdo de dados (inicialmente
Mac Lab/400, programa Chart, versdao 3.5, posteriormente substituido pelo
DATAQ/Windaq, versdo 2.63) para registro do pulso correspondente ao fluxo
sanguineo, bem como da press&do necessaria (em mmHg) para se ocluir a artéria
caudal. Apos a estabilizagdo do fluxo, a bomba de insufladora foi acionada (presséo
maxima de 200 mmHg) e o manguito tornou-se inflado, o que fez com que houvesse

a oclusdo do fluxo sanguineo. Esta oclusédo foi observada pela auséncia de fluxo
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detectada pelo sensor. Em seguida, o manguito foi desinflado, havendo retorno do
fluxo sanguineo. O primeiro sinal de pulso detectado representou o momento em
que a pressao do sistema tornou-se menor do que a pressao sanguinea do rato.
Este valor de pressdao de oclusdo do manguito que permitiu o aparecimento do

primeiro sinal de pulso foi considerado equivalente a presséao arterial sistélica (PAS).

FIGURA 14 — Pletismografia caudal. Pode-se observar o animal acondicionado numa caixa de
acrilico e, em sua cauda, um manguito e um sensor de pulso foram acoplados ao sistema de
aquisigao de dados.

Fonte: Foto de um dos experimentos feita pela autora.

3.5 Monitoramento da glicemia

As concentragdes sanguineas de glicose foram monitoradas semanalmente
utilizando-se um glicosimetro digital (Breeze 2, Bayer). O sangue para andlise foi
obtido da pata traseira do rato, mediante perfuragdo, utilizando-se lancetas (Breeze
2®, Bayer), depois de devida assepsia com alcool a 70%. Os valores de glicemia

foram expressos em mg/dL.

3.6 Tratamentos especiais

3.6.1 Hipertensdo DOCA-Sal

Os ratos receberam um implante subcutdneo de um pellet de silicone (Dow Corning)

contendo 200 mg/kg de acetato de deoxicorticosterona (Sigma-Aldrich), através de

uma incisdo de 1 cm na regido dorsal e, ainda, realizagdo de nefrectomia unilateral.
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Esses procedimentos cirurgicos foram feitos em condicbes assépticas e sob

anestesia pela mistura de quetamina/xilasina (100/14 mg/kg, IM).

Como apds a realizacdo desses procedimentos, os ratos se recobraram da
anestesia, foi aplicada uma dose profilatica de antibidtico (Pentabiético®, Forte
Dodge Ltda, na dose de 24.000 Ul de penicilina e 10 mg de estreptomicina e
diidroestreptomicina por animal, IM) e uma dose de analgésico e antiinflamatorio
nao-esteroidal flunixina meglumina (Banamine®, Schering-Plough, S/A, na dose de
1,0 mg por animal, SC). Esses animais foram colocados em caixas levemente
aquecidas e limpas, até a total recuperagéo. Ainda, receberam uma suplementagao
salina na agua de beber (1% NaCl, 0,2% KCI).

Apds o periodo de tratamento, valores de pressdo foram obtidos utilizando-se para
tal um pletismoégrafo de cauda acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (Mac
Lab/400, programa Chart versdo 3.5 ou DATAQ/Windaq, versdo 2.63). Foram
considerados hipertensos os ratos que apresentaram pressao arterial sistolica
superior a 150 mmHg. Ratos uni-nefrectomizados com livre acesso a agua de beber

foram usados como controles sham operados.
3.6.2 Hipertenséao L-NAME

Os ratos foram mantidos em caixas individuais e a hipertensao foi induzida através
da administragdo de L-NAME (Sigma-Aldrich 25 mg/kg/dia) na agua de beber, por
um periodo de 4 semanas. Para garantir a ingestdo da dose requerida, a ingestao de
agua foi monitorada e a dose de L-NAME ajustada durante os 30 dias de tratamento
para cada rato. Foram considerados hipertensos os ratos que apresentaram pressao
arterial sistolica superior a 150 mmHg. Os ratos que receberam agua sem
tratamento foram utilizados como controle. A pressao arterial foi monitorada

semanalmente pelo método de pletismografia de cauda.
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3.6.3 Diabetes induzida por estreptozotocina

A diabetes foi induzida nos ratos através de trés injegbes intraperitoneais
consecutivas de estreptozotocina (STZ) 40 mg/kg/dia, em veiculo tampao citrato de
sodio 0,05 M, com pH 5,0. Apdés 5 dias da aplicacdo da ultima dose de
estreptozotocina, o teste de glicemia capilar foi realizado utilizando-se um
glicosimetro digital (Breeze 2®, Bayer) para se obter as concentragdes sanguineas
da glicose. Foram considerados diabéticos ratos que apresentaram niveis de
glicemia superiores a 250 mg/dL. O mesmo volume de veiculo (tamp&o citrato de
sédio, 0,05 M, pH 5,0) foi injetado em ratos com a mesma idade e peso e os

mesmos foram utilizados como controles.

Os animais foram utilizados 4 semanas ou 8 semanas apos a ultima injecdo de STZ
ou veiculo, havendo monitoramento semanal da pressdo arterial (método

pletismografia de cauda) e da glicemia capilar.
3.6.4 Tratamento crénico com inibidor da ECA (IECA)

Os ratos foram mantidos em caixas individuais e receberam o tratamento com um
inibidor da ECA, maleato de enalapril (Renitec® comprimidos de 20 mg, Merck Sharp
& Dohme, 30 mg/kg/dia) ou captopril (Capoten® comprimidos de 50mg, Bristol-Myers
Squibb, 25mg/kg/dia), preparados a partir da maceragao completa dos respectivos
comprimidos e adicionados nas concentragdes adequadas para fornecimento das
doses acima indicadas na agua de beber, diariamente, durante 4 ou 8 semanas, de
acordo com o protocolo em questao. Para garantir a ingestdo da dose requerida, a
ingestao de agua foi monitorada e a dose de enalapril ou captopril ajustada durante
os dias de tratamento para cada rato. Os ratos que receberam agua sem tratamento
foram utilizados como controle. A pressao arterial foi monitorada semanalmente pelo

método de pletismografia de cauda.
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3.6.5 Tratamento cronico com bloqueador dos receptores de angiotensina
(BRA)

Os ratos foram mantidos em caixas individuais e receberam o tratamento com um
bloqueador dos receptores de Angiotensina I, candesartana cilexetila (Atacand®
comprimidos de 16 mg, AstraZeneca, 2 mg/kg/dia) preparados a partir da maceragao
completa dos comprimidos e adicionados nas concentragdes adequadas para
fornecimento da dose acima indicada na agua de beber, diariamente, durante 4 ou 8
semanas, de acordo com o protocolo em questdo. Para garantir a ingestdo da dose
requerida, a ingestdo de agua foi monitorada e a dose de candesartana ajustada
durante os dias de tratamento para cada rato. Os ratos que receberam agua sem
tratamento foram utilizados como controle. A pressao arterial foi monitorada

semanalmente pelo método de pletismografia de cauda.
3.7 Analise estatistica
Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. A analise

estatistica foi realizada pelo método one-way ANOVA, seguido do pés-teste de

Bonferroni e p<0.05 foi considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Grupo hipertenso L-NAME

O monitoramento da pressao arterial sistdlica dos ratos controles (normotensos),
tratados com enalapril e tratados com candesartana foi realizado durante 4
semanas, a partir da 8% semana de idade (GRAF. 1), bem como dos ratos tratados
com L-NAME, L-NAME + candesartana (GRAF. 2) e L-NAME + enalapril (GRAF. 3).

O tratamento de ratos controles com candesartana e enalapril promoveu uma
reducao da pressao arterial sistdlica a partir da 92 semana, sendo que a diferenca foi

considerada significativa a partir da 112 semana (GRAF. 1).
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Grafico 1 — Pressao arterial sistélica (mmHg) de ratos controles, tratados com candesartana (2
mg/kg/dia) e tratados com enalapril (30 mg/kg/dia). Cada ponto representa a média + EPM e (*)
representa diferencga significativa (p<0.05) em relagao ao controle (one-way ANOVA com comparagao
pos-teste de BONFERRONI).

O tratamento com L-NAME promoveu um aumento da pressao arterial sistdlica. Esse
aumento foi considerado significativo nas semanas 9, 11 e 12 em relagédo a pressao
dos ratos controles. Os ratos tratados concomitantemente com L-NAME e
candesartana n&o apresentaram diferenga significativa nos valores de presséo
sistdlica em relagdo aos ratos controles. No entanto, eles apresentaram uma

reducao da pressao sistélica em relagdo ao grupo tratado somente com L-NAME.
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Essa reducdo foi considerada estatisticamente significativa nas semanas 11 e 12
(GRAF. 2).
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Grafico 2 — Presséao arterial sistélica (mmHg) de ratos controles, ratos tratados com L-NAME (25
mg/kg/dia) e ratos tratados com L-NAME + candesartana (25 mg/kg/dia + 2 mg/kg/dia). Cada ponto
representa a média + EPM, (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagao ao controle e
(**) diferenca significativa em relacdo ao L-NAME (one-way ANOVA com comparagéo poés-teste de
BONFERRONI).

O tratamento concomitante com L-NAME e enalapril demonstrou uma reducéao
significativa da presséao arterial sistélica em relagdo aos ratos tratados com L-NAME
nas 4 semanas observadas, mas sem diferenca significativa em relagao aos ratos
controles (GRAF. 3).
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Grafico 3 — (A) Presséo arterial sistélica (mmHg) de ratos controles, ratos tratados com L-NAME (25
mg/kg/dia) e ratos tratados com L-NAME + enalapril (25 mg/kg/dia + 30 mg/kg/dia). Cada ponto
representa a média + EPM, (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle e
(**) diferenga significativa em relagédo ao L-NAME (one-way ANOVA com comparagao pos-teste de
BONFERRONI).

Para se avaliar a fungdo erétil em ratos conscientes (acordados), os animais foram
submetidos ao modelo de erecdo induzida por apomorfina (80ug/Kg, SC) e

acompanhados semanalmente.

Os ratos controles, ratos tratados com enalapril e tratados com candesartana foram
acompanhados durante 4 semanas, a partir da 8% semana de idade, bem como os
ratos tratados com L-NAME, L-NAME + candesartana e L-NAME + enalapril.

Durante as 4 semanas de acompanhamento, nao foi observada nenhuma diferenca
significativa no numero de ere¢des induzidas por apomorfina nos grupos tratados
com candesartana (GRAF. 4A) e enalapril (GRAF. 4B), em relagdo aos ratos

controle.
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Gréfico 4 — (A) N° de erecdes induzidas por apomorfina em ratos controles e ratos tratados com
candesartana (2 mg/kg/dia), correspondente as semanas 0 (idade de 8 semanas) e 4 (idade de 12
semanas) apos tratamento. (B) N° de ereg¢des induzidas por apomorfina em ratos controles e ratos
tratados com enalapril (30 mg/kg/dia), correspondente as semanas 0 (idade de 8 semanas) e 4 (idade
de 12 semanas) apos tratamento. Cada ponto representa a média + EPM (one-way ANOVA com
comparagao pos-teste de BONFERRONI).

Nao foram observadas diferencas significativas no niumero de ere¢cdes do grupo
tratado com L-NAME, em relagdo ao controle (GRAF. 5A), do grupo tratado com L-
NAME + candesartana, em relagdo ao grupo tratado com L-NAME (GRAF. 5B) e do
grupo tratado com L-NAME + enalapril, em relagdo ao grupo tratado com L-NAME
(GRAF. 5C).
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Grafico 5 — (A) N° de eregdes induzidas por apomorfina em ratos controles e ratos tratados com L-
NAME (25 mg/kg/dia), correspondente as semanas O (idade de 8 semanas) e 4 (idade de 12
semanas) apos tratamento. (B) N° de ere¢des induzidas por apomorfina em ratos tratados com L-
NAME (25 mg/Kg/dia) ou L-NAME + candesartana (25 mg/kg/dia + 2 mg/kg/dia). (C) N° de erecdes
induzidas por apomorfina em ratos tratados com L-NAME (25 mg/kg/dia) ou L-NAME + enalapril (25
mg/kg/dia + 30 mg/kg/dia). Cada ponto representa a média + EPM (one-way ANOVA com
comparagao pos-teste de BONFERRONI).
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Usando o modelo de ereg¢do in vivo em ratos anestesiados pela mistura
quetamina/xilasina, foi avaliado o efeito da estimulacdo elétrica do GPM
(estimulag&o ganglionar), numa voltagem fixa (4 V) e frequéncias crescentes (0, 1, 2,
4, 8,12 e 16 Hz) sobre o indice de erecao (estimado a partir da razdo PIC/PAM).

O tratamento com candesartana nao promoveu alteracao significativa no indice de
erecédo (razdo PIC/PAM) com relagdo ao observado para os ratos controles, em
nenhuma das frequéncias utilizadas durante a estimulacdo ganglionar. Ja o
tratamento com enalapril promoveu uma redugéao significativa no indice de eregcao a
partir da frequéncia de 2 Hz, em relacédo ao observado para os ratos controles e para

os ratos tratados com candesartana (GRAF. 6).

1.00-
~e- CONTROLE (n=10)
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Gréfico 6 — indice representativo da eregdo (razdo entre pressado intracavernosa e pressao arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles, tratados com candesartana (2 mg/kg/dia) e tratados com
enalapril (30 mg/kg/dia), induzida por estimulagdo ganglionar numa tensdo fixa (4 V), com
frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM e (*) representa diferenga
significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com comparagao pos-teste de
BONFERRONI).

O tratamento com L-NAME promoveu uma queda significativa do indice de eregéo a
partir da frequéncia de 2 Hz, em relagdo ao observado para os ratos controles. O
tratamento concomitante com L-NAME e candesartana promoveu uma queda

significativa do indice de eregao a partir da frequéncia de 2 Hz, em relagdo aos
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indices observados para os ratos controles, ndo havendo diferenca entre os ratos
tratados com L-NAME isoladamente (GRAF. 7).
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Gréfico 7 — indice representativo da eregdo (razdo entre pressado intracavernosa e pressao arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles, ratos tratados com L-NAME (25 mg/kg/dia) e ratos tratados
com L-NAME + candesartana (25 mg/kg/dia + 2 mg/kg/dia), induzida por estimulagdo ganglionar
numa tenséo fixa (4 V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média +
EPM, (*) representa diferenca significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com
comparagao pos-teste de BONFERRONI).

Do mesmo modo, o tratamento concomitante com L-NAME e enalapril promoveu
uma queda significativa do indice de erecao a partir da frequéncia de 2 Hz, em
relacdo aos indices observados para os ratos controles, ndo havendo diferenga

entre os ratos tratados com L-NAME isoladamente (GRAF. 8).
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Gréfico 8 — indice representativo da eregdo (razdo entre pressado intracavernosa e pressao arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles, ratos tratados com L-NAME (25 mg/kg/dia) e ratos tratados
com L-NAME + enalapril (25 mg/kg/dia + 30 mg/kg/dia), induzida por estimulagdo ganglionar numa
tensao fixa (4 V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM, (*)
representa diferencga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com comparagao
pos-teste de BONFERRONI).

4.2 Grupo hipertenso DOCA-sal

O monitoramento da pressdo arterial sistélica foi realizado nos ratos controles,
controles tratados com captopril, controles tratados com candesartana, sham (com
cirurgia ficticia), controle DOCA-sal, DOCA-sal tratado com captopril e DOCA-sal

tratado com candesartana, durante as 4 semanas de acompanhamento.

A substituicido do iECA enalapril pelo captopril foi feita porque o tratamento com o
primeiro reduziu os indices de erecdo (razdo PIC/PAM), como demonstrado no

grafico 6.

Os ratos controles tratados com captopril apresentaram uma redugao significativa na
pressao arterial sistolica, nas semanas 10 e 11, em relagdo aos ratos controles. Ja
os ratos controles tratados com candesartana apresentaram uma redugao

significativa nas semanas 10, 11 e 12, em relagdo ao grupo controle (GRAF. 9).
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Gréafico 9 — Presséao arterial sistdlica (mmHg) de ratos controles, ratos tratados com captopril (25
mg/kg/dia) e ratos tratados com candesartana (2 mg/kg/dia). Cada ponto representa a média + EPM e
(*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com

comparacgao pés-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.

Os ratos controles DOCA-sal apresentaram um aumento significativo da pressao

arterial sistolica, em relagcéo ao grupo sham, nas semanas 10, 11 e 12 (GRAF. 10).
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Gréfico 10 — Pressédo arterial sistolica (mmHg) de ratos controles DOCA-sal (“pellet” contendo
200mg/kg e suplementagéo na agua de beber de NaCl 1% / KCI 0,2%) e ratos sham (cirurgia ficticia).
Cada ponto representa a média + EPM e (*) representa diferencga significativa (p<0.05) em relagao ao

sham (one-way ANOVA com comparacgao pés-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.
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Os ratos DOCA-sal tratados com captopril ou candesartana apresentaram uma
reducao significativa na pressao arterial sistélica na semana 12, em relagdo ao
grupo controle DOCA-sal (GRAF. 11).
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Grafico 11 — Presséo arterial sistolica (mmHg) de ratos controles DOCA-sal (“pellet contendo
200mg/kg e suplementacéo na agua de beber de NaCl 1% / KCI 0,2%) e ratos DOCA-sal tratados
com captopril (25mg/kg/dia) (A) ou tratados com candesartana (2mg/kg/dia) (B). Cada ponto
representa a média £+ EPM e (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagao ao controle
DOCA-sal (one-way ANOVA com comparagdo pos-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL =

controle.

No modelo de erecdo em ratos acordados (conscientes), ndo foi observada
diferencga significativa no numero de ereg¢des entre os ratos tratados com captopril
(GRAF. 12) ou candesartana (GRAF. 4A) por 4 semanas (correspondente a 12
semanas de idade). Inesperadamente, foi observada uma diferenca significativa no

numero de eregbes na semana 0, antes do inicio do tratamento (idade de 8
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semanas) para os ratos tratados com captopril, em relagcdo aos ratos controles
(GRAF. 12).

Bl CONTROLE (n=15)
Bl CAPTOPRIL (n=10)

12
Idade (semanas)

Gréafico 12 — N° de eregdes induzidas por apomorfina em ratos controles e ratos tratados com
captopril (25 mg/kg/dia), acompanhados durante 4 semanas. Cada ponto representa a média + EPM
e (*) representa diferencga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com

comparacgao pés-teste de BONFERRONI).

Nado foi observada diferenga significativa no numero de eregdes nos grupos
avaliados: sham e controle DOCA-sal (GRAF. 13A), controle DOCA-sal e DOCA-sal
+ captopril (GRAF. 13B) e controle DOCA-sal e DOCA-sal + candesartana (GRAF.

13C).
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Grafico 13 — N° de eregdes induzidas por apomorfina em ratos sham e ratos controles DOCA-sal
(“pellet” contendo 200mg/kg e suplementagdo na agua de beber de NaCl 1% / KCI 0,2%) (A), ratos
controles DOCA-sal e DOCA-sal tratados com captopril (25mg/kg/dia) (B) e DOCA-sal e DOCA-sal

tratados com candesartana (2mg/kg/dia) (C), acompanhados durante 4 semanas. Cada ponto



59

representa a média + EPM (one-way ANOVA com comparagdo poés-teste de BONFERRONI).
Legenda: CTRL = controle.

Utilizando o modelo de erecdo in vivo em ratos anestesiados pela mistura
quetamina/xilasina, foi avaliado o efeito da estimulacido elétrica do GPM
(estimulagao ganglionar), numa voltagem fixa (4 V) e frequéncias crescentes (0, 1, 2,

4, 8,12 e 16 Hz) sobre o indice de erecado (estimado a partir da razdo PIC/PAM).

Os ratos tratados com captopril (GRAF. 14A) ou tratados com candesartana (GRAF.
14B) nao apresentaram diferenga significativa no indice de ereg¢ao, em relagao aos

ratos controles.
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Gréfico 14 — indice representativo da erecdo (razdo entre pressdo intracavernosa e pressdo arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles, tratados com captopril (25 mg/kg/dia) (A) e tratados com

candesartana (2 mg/kg/dia) (B), induzida por estimulagdo ganglionar numa tensao fixa (4 V), com
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frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM (one-way ANOVA com
comparagao pos-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.

Os ratos controle DOCA-sal apresentaram uma redugao significativa no indice de

erecao, a partir da frequéncia de 2 Hz, em relagao aos ratos sham (GRAF. 15).

—e- SHAM (n=9)
CTRL DOCA-sal (n=9)

PIC/PAM

Frequéncia (Hz)

Gréfico 15 — indice representativo da eregéo (razdo entre pressio intracavernosa e pressao arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles DOCA-sal (“pellet” contendo 200mg/kg e suplementagdo na
agua de beber de NaCl 1% / KCI 0,2%) e ratos sham, induzida por estimulagdo ganglionar numa
tenséao fixa (4 V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM, (*)
representa diferenga significativa (p<0.05) em relacdo ao sham (one-way ANOVA com comparagao
pos-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.

O tratamento dos ratos DOCA-sal com captopril (GRAF. 16A) ou com candesartana
(GRAF. 16B) promoveu um aumento do indice de eregao, a partir da frequéncia de 2

Hz, em relagao aos ratos controles DOCA-sal.
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Gréfico 16 — indice representativo da erecdo (razdo entre pressdo intracavernosa e pressdo arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles DOCA-sal (“pellet” contendo 200mg/kg e suplementagao na
agua de beber de NaCl 1% / KCI 0,2%), ratos DOCA-sal tratados com captopril (25mg/kg/dia) (A) ou
tratados com candesartana (2mg/kg/dia) (B), induzida por estimulagdo ganglionar numa tenséo fixa (4
V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM, (*) representa
diferencga significativa (p<0.05) em relagcédo ao controle DOCA-sal (one-way ANOVA com comparagao
pos-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.

4.3 Grupo com diabetes induzida por estreptozotocina
O monitoramento da presséo arterial sistolica foi realizado nos ratos controles e

diabéticos induzidos por STZ, durante 4 e 8 semanas, a partir da 8 semana de
idade (GRAF. 17).
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O tratamento cronico com estreptozotocina promoveu diferenga significativa na
pressao arterial sistolica em relagdo aos valores observados para os ratos controles
nas semanas 8, 9 e 12 para os ratos acompanhados durante 4 semanas (GRAF.
17A) e nas semanas 8 e 10 para os ratos acompanhados durante 8 semanas
(GRAF. 17B).
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Grafico 17 — Pressao arterial sistélica (mmHg) de ratos controles e ratos tratados com
estreptozotocina (40 mg/kg), acompanhados por 4 semanas (A) e 8 semanas (B). Cada ponto
representa a média £ EPM e (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle
(one-way ANOVA com comparacgéao pos-teste de BONFERRONI).



63

Para se avaliar a fungao erétil em ratos conscientes (acordados), os animais foram
submetidos ao modelo de erecao induzida por apomorfina (80ug/Kg, SC).

O grupo com diabetes induzida por estreptozotocina acompanhado durante 4
semanas apresentou um aumento significativo no numero de eregdes induzidas por
apomorfina na 122 semana, em relagao aos ratos controles (GRAF. 18A). Ja o grupo
acompanhado durante 8 semanas apresentou uma queda significativa no numero de

erecdes na 16% semana, em relacdo aos ratos controles (GRAF. 18B).
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Gréafico 18 — N° de eregdes induzidas por apomorfina em ratos controles e ratos tratados com
estreptozotocina (40 mg/kg), acompanhados durante 4 semanas (A) e 8 semanas (B). Cada ponto
representa a média £+ EPM e (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle

(one-way ANOVA com comparagéo pos-teste de BONFERRONI).
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Usando o modelo de ereg¢do in vivo em ratos anestesiados pela mistura
quetamina/xilasina, foi avaliado o efeito da estimulagdo elétrica do GPM
(estimulag&o ganglionar), numa voltagem fixa (4 V) e frequéncias crescentes (0, 1, 2,
4, 8,12 e 16 Hz) sobre o indice de erecao (estimado a partir da razdo PIC/PAM).

Os ratos com diabetes induzida por estreptozotocina acompanhados por 4 semanas
nao apresentaram diferenga significativa do indice de ere¢cdo em relagdo ao
observado para os ratos controles (GRAF. 19A). Ja os ratos diabéticos
acompanhados durante 8 semanas apresentaram uma reducdo significativa do
indice de erecao a partir da frequéncia de 2 Hz, em relacdo aos indices observados

para os ratos controles (GRAF. 19B).
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Gréfico 19 — indice representativo da erecdo (razdo entre pressdo intracavernosa e presséo arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles e ratos tratados com estreptozotocina (40 mg/kg),
acompanhados durante 4 (A) e 8 (B) semanas, induzida por estimulagdo ganglionar numa tenséo fixa
(4 V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM, (*) representa
diferencga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com comparagao pos-teste
de BONFERRONI).

Pelo fato de ter havido diferenga estatistica somente nos ratos com diabetes
induzida por STZ acompanhados durante 8 semanas, estes grupos foram

selecionados para os tratamentos posteriores com captopril e candesartana.
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A substituicdo do iIECA enalapril pelo captopril foi feita porque o tratamento com o
primeiro reduziu os indices de erecdo (razdo PIC/PAM), como demonstrado no

grafico 6.

O tratamento dos ratos com captopril promoveu uma reducéo significativa da
pressao arterial sistolica nas semanas 11, 12 e 13, em relagdo aos ratos controles
(GRAF. 20A). Ja o tratamento com candesartana ndo promoveu diferenga
significativa nos valores pressoéricos nas semanas de acompanhamento, em relagéo
aos ratos controle (GRAF. 20B).
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Gréfico 20 — Pressao arterial sistélica (mmHg) de ratos controles e ratos tratados com captopril (25
mg/kg/dia) (A) e ratos tratados com candesartana (2 mg/kg/dia) (B). Cada ponto representa a média +
EPM e (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com
comparacgao pés-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.
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Os ratos controles nao apresentaram diferenca significativa no niumero de erecbes
induzidas por apomorfina na 42 ou 8% semana apo6s o inicio do tratamento com
captopril, quando comparados aos ratos controles (GRAF. 21A). Inesperadamente,
os ratos que receberam candesartana apresentaram diferenca significativa na
semana 0 antes do inicio do tratamento (correspondente a 8 semanas de idade), em

relacado aos ratos controles (GRAF. 21B).
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Grafico 21 — N° de eregdes induzidas por apomorfina em ratos controles e ratos tratados com
captopril (25 mg/kg/dia) (A) e ratos controles e tratados com candesartana (2mg/kg/dia) (B),
acompanhados durante 8 semanas. Cada ponto representa a média + EPM e (*) representa diferenga
significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com comparagdo pos-teste de

BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.
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O tratamento com captopril promoveu um aumento significativo do indice de erecao,
a partir da frequéncia de 8 Hz, em relagdo aos ratos controle (GRAF. 22A). Ja o
tratamento com candesartana ndo promoveu diferenga significativa em relagdo aos
ratos controle (GRAF. 22B).
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Gréfico 22 — indice representativo da erecéo (razdo entre pressio intracavernosa e pressao arterial
média — PIC/PAM) de ratos controles e ratos tratados com captopril (25 mg/kg/dia) (A), e ratos
tratados com candesartana (2mg/kg/dia) (B), induzida por estimulagdo ganglionar numa tenséo fixa (4
V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a média + EPM, (*) representa
diferencga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle (one-way ANOVA com comparagéo pos-teste
de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.

Comparando-se a pressao arterial sistélica dos ratos com diabetes induzida por STZ
tratados com captopril, observou-se uma reducao significativa nas semanas 10, 11 e
12, em relagdo ao grupo com diabetes induzida por STZ (CTRL STZ) (GRAF. 23A).
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No grupo dos ratos com diabetes induzida por STZ tratados com candesartana,
houve uma redugao significativa nas semanas 10, 11 e 16, em relagdo ao grupo
CTRL STZ (GRAF. 23B).
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Grafico 23 — Presséo arterial sistolica (mmHg) de ratos com diabetes induzida por STZ (40mg/kg)
(CTRL STZ) e ratos com diabetes induzida por STZ (40mg/kg) tratados com captopril (25 mg/Kg/dia)
(A), e ratos com diabetes induzida por STZ (40mg/kg) tratados com candesartana (2 mg/kg/dia) (B).
Cada ponto representa a média + EPM e (*) representa diferenca significativa (p<0.05) em relagédo ao
diabético controle (one-way ANOVA com comparagao poés-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL

= controle.

Com relagdao a funcao erétil avaliada em ratos conscientes (modelo de eregao
induzida por apomorfina), o tratamento dos ratos com diabetes induzida por STZ
com captopril ou candesartana ndo promoveu diferenga significativa no numero de

erecdes, em relagdo aos ratos diabéticos controle (GRAF. 24). Inesperadamente, os
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ratos diabéticos tratados com candesartana apresentaram diferenca significativa na
semana 0 antes do inicio dos tratamentos (correspondente a 8 semanas de idade),

em relacdo aos ratos diabéticos controles (GRAF. 24B).
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Gréafico 24 — N° de erecgbes induzidas por apomorfina em ratos com diabetes induzida por STZ
(40mg/kg) e ratos com diabetes induzida por STZ tratados com captopril (25 mg/kg/dia) (A) e tratados
com candesartana (2mg/kg/dia) (B), acompanhados durante 8 semanas. Cada ponto representa a
média + EPM e (*) representa diferenga significativa (p<0.05) em relagdo ao controle diabético (one-
way ANOVA com comparagéao pos-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.

No modelo de eregdo em ratos anestesiados, o tratamento do grupo diabético com
captopril promoveu um aumento significativo do indice de eregdo, a partir da
frequéncia de 4 Hz, em relagcéo ao grupo diabético controle (GRAF. 25A). No grupo

diabético tratado com candesartana, foi observado um aumento significativo do
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indice de erecado a partir da frequéncia de 2 Hz, em relagdo ao grupo diabético
controle (GRAF. 25B).
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Gréfico 25 — indice representativo da eregéo (razdo entre pressio intracavernosa e presséo arterial
média — PIC/PAM) de ratos com diabetes induzida por STZ (40mg/kg) (CTRL STZ) e ratos com
diabetes induzida por STZ (40mg/kg) tratados com captopril (25 mg/kg/dia) (A), e ratos com diabetes
induzida por STZ (40mg/kg) tratados com candesartana (2 mg/kg/dia) (B), induzida por estimulagdo
ganglionar numa tenséo fixa (4 V), com frequéncias crescentes (0-16 Hz). Cada ponto representa a
média £ EPM, (*) representa diferencga significativa (p<0.05) em relagdo ao diabético controle (one-
way ANOVA com comparagéao pos-teste de BONFERRONI). Legenda: CTRL = controle.
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5 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) regula a eregcdo peniana através da
manutencdo do toénus cavernosal e promogao de detumescéncia peniana via agao
da ANG Il em receptores (ATq) (BECKER e cols., 2001). No entanto, outros
peptideos do SRA, incluindo o vasodilatador ANG-(1-7), sdo liberados no corpo
cavernoso (KIFOR e cols., 1997).

Estudos prévios demonstraram que as células endoteliais sdo capazes de sintetizar
ANG-(1-7) a partir de seus precursores ANG | e ANG Il, por expressarem as
enzimas conversoras requeridas para tal (SANTOS e cols., 1992). Muita atencéo
tem sido dada com relacédo a formacao deste peptideo através da hidrélise da ANG
Il pela isoforma 2 da ECA (ECA2) (OUDIT e cols., 2003) pela sua importante agao
na facilitagdo da erecdo, principalmente pelo mecanismo de relaxamento promovido
pelo oxido nitrico (NO) (KANDEEL e cols., 2001).

A produgdao excessiva de ANG Il tem sido associada ao desenvolvimento da
disfuncao erétil (BECKER e cols., 2001). Dessa forma, utilizando-se farmacos que
reduzam a formacéo ou a acdo da ANG Il e, simultaneamente, aumentem a sintese
da ANG-(1-7), espera-se que haja uma melhora na resposta erétil, em especial, em
animais que apresentam uma disfungéo erétil ja caracterizada, como modelos de
hipertensado e diabetes. Em animais, o fato de a inibicdo da ECA e o bloqueio dos
receptores AT1 melhorarem a funcgdo erétil demonstra os efeitos patologicos da ANG
Il. Tratamentos realizados com o inibidor da ECA, captopril, reverteram parcialmente
a DE e a hipertensao arterial de ratos espontaneamente hipertensos com tendéncia
a acidente vascular cerebral (SHRSP) (DORRANCE e cols., 2002). Ainda, estudos
tém demonstrado que o enalapril reduz significativamente a resisténcia vascular em
leitos vasculares penianos isolados (HALE e cols., 2001). O tratamento com o
bloqueador dos receptores AT4, candesartana, ndo somente reduziu a pressao
sanguinea como também preveniu as alteragdes morfoldgicas adversas no tecido
peniano de SHR (TOBLLI e cols., 2004).
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O tratamento com candesartana e enalapril foi capaz de reduzir a pressao arterial
sistélica de ratos controles (GRAF. 1A) e ratos com hipertensao induzida por L-
NAME (GRAF. 2 e 3).

No modelo de erecdo induzido pela administracdo subcutanea de apomorfina, nao
foi observada alteracao significativa no numero de ereg¢des, durante as 4 semanas
de acompanhamento, nos grupos controles, tratados com candesartana ou tratados
com enalapril (GRAF. 4). Esses resultados condizem com o esperado, visto que
nesses 3 grupos a funcgéo erétil permanece preservada, sendo que os animais nao
apresentam disfungdo erétil estabelecida. Quanto aos ratos com hipertenséo
induzida pelo L-NAME (GRAF. 5A), houve uma pequena redugdo no numero de
erecgdes, a partir da 122 semana de idade, comparados ao grupo controle, mas essa
diferenca néao foi significativa para o numero de animais observados. O tratamento
com enalapril ou candesartana nao melhorou o numero de ere¢des nos animais com
hipertenséo induzida pelo L-NAME. Assim, a inibicdo da sintese de NO promovida
pelo L-NAME prejudica a fungao erétil de tal forma que os tratamentos realizados
com o inibidor da ECA (enalapril) e com bloqueador dos receptores AT1 para ANG I

(candesartana) nao foram capazes de reverter a disfuncao erétil instalada.

Ao contrario do que se esperava, o tratamento com enalapril na dose de 30
mg/Kg/dia reduziu o indice de erecao observado no modelo de estudo da eregao
induzida por estimulacdo ganglionar em ratos anestesiados (avaliado através do
aumento da razdo PIC/PAM, por estimulo do GPM), quando comparado ao indice

observado para os ratos controles (GRAF. 6).

Por outro lado, inibidores da ECA que apresentam o grupo sulfidrila, como o
captopril, ndo somente promovem um aumento da vasodilatacdo dependente de
endotélio, via potencializagcado da bradicinina, como também através da prevencao da
inativagcdo do NO por espécies reativas de oxigénio (ERO) (CREAGER & RODDY,
1994). Essa ultima propriedade nao é atribuida ao enalapril, 0 qual ndo contém o
grupo sulfidrila em sua estrutura molecular (GOLDSCHMIDT & TALLARIDA, 1991).
Essa diferenca estrutural poderia explicar em parte as diferengas com relacdo a

erecao observadas em ratos tratados com enalapril ou captopril.
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Nos grupos de ratos hipertensos L-NAME, foi observada uma reducao significativa
do indice de erecao (razao PIC/PAM), demonstrando ser este um modelo cronico de
disfuncao erétil (GRAF. 7 e 8). Por outro lado, o tratamento desses ratos hipertensos
com o enalapril e candesartana nao foi capaz de reverter a disfuncédo erétil
estabelecida pela inibicao da sintese de NO. Isto pode ser faciimente explicado pelo
fato de ser a via de relaxamento da musculatura lisa cavernosal dependente do
mecanismo induzido pelo NO e também ser este 0 mecanismo pelo qual a ANG-(1-
7) promove a facilitagdo da eregdo peniana. Burnett e cols. (1992) demonstraram
que, em ratos anestesiados, uma estimulacao elétrica do nervo cavernoso promove
erecao peniana por aumento da pressao intracavernosa e esta resposta foi dose-
dependentemente inibida por inibidores da 6xido nitrico sintase (NOS), sugerindo ser

o NO um importante mediador da ereg¢ao peniana.

O modelo de hipertensdo DOCA-sal em ratos é caracterizado por uma disfungao
endotelial, principalmente associada a um aumento na produgédo de ERO, como ions
superoxido e peroxido de hidrogénio (TAKIMOTO & KASS, 2007). Pelo fato de o
enalapril ndo prevenir a inativagdo do NO, principal fator relacionado com o
relaxamento da musculatura lisa cavernosal e, consequentemente, um facilitador do
processo de erecdo peniana, foi feita a substituicdo pelo captopril, visto suas
propriedades antioxidantes ja descritas (CREAGER & RODDY, 1994; MASTAN e
cols., 2011).

Os ratos tratados com captopril ou candesartana apresentaram uma reducgio
significativa da presséo arterial sistdlica, a partir da 10? semana, em relagdo aos

ratos controles, conforme demonstrado no Grafico 9.

Os ratos controles DOCA-sal apresentaram um aumento significativo da pressao
arterial sistolica, em relacdo aos ratos submetidos a cirurgia ficticia, sham (GRAF.

10), confirmando o modelo de hipertensao.

Os ratos hipertensos DOCA-sal tratados com captoprii ou candesartana
apresentaram uma reducgao da pressao arterial sistolica na 42 semana de tratamento

(GRAF. 11), demonstrando o potencial antihipertensivo desses farmacos.
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Com relagcdo ao modelo de estudo da erecdo em ratos conscientes, foi observada
uma redugao no numero de erecdes nos ratos tratados com captopril, na semana 0
(8% semana de idade), em relagdo aos ratos controles (GRAF. 12). Tal queda refere-
se a variabilidade propria deste grupo, visto que a semana 0 corresponde a semana
inicial de acompanhamento dos animais, nao caracterizando uma relacao direta com

a administracéo do captopril.

Nos grupos sham, hipertensos DOCA-sal com ou sem tratamento com captopril ou
candesartana, ndo foram observadas diferengas significativas com relagdo ao
numero de eregdes induzidas por apomorfina. Tal fato € inesperado e nao pode ser
facilmente justificado, uma vez que a indugdo da eregdo peniana, mesmo que
iniciada pela ativagao de receptores dopaminérgicos no nucleo paraventricular pela
apomorfina (MEHTA e cols., 2008), também depende da integridade dos sistemas
geradores de NO (neuronais e endoteliais) nos tecidos cavernosos penianos que
estariam comprometidos na hipertensédo e diabetes. Assim, conforme demonstrado
neste estudo, o modelo de avaliacdo da erecdao em ratos conscientes nao foi de
grande valia para se determinar a importancia das manobras que facilitam a

producao da ANG-(1-7) no tratamento da DE associada a hipertensao e diabetes.

Nos ratos hipertensos DOCA-sal foi demonstrada uma redugdo significativa do
indice de erecao (razdo PIC/PAM), em relacdo aos ratos sham (GRAF.15),
caracterizando a disfungdo na produgao e liberagcdo de NO endotelial e/ou neuronal

no tecido peniano.

Seguindo-se, portanto, a manipulagéo farmacolégica, por meio do uso de captopril e
ou candesartana que, respectivamente, diminuem a formagao e acado da ANG I
(DORRANCE e cols., 2002) e, consequentemente, aumentam a formac¢ao da ANG-
(1-7) no tecido peniano, foi observado um aumento significativo no indice de eregéo
dos grupos DOCA-sal hipertensos tratados com captopril e candesartana, em
relacado aos ratos hipertensos DOCA-sal (GRAF. 16).

Nos ratos com diabetes induzida por estreptozotocina acompanhados durante 4

semanas, foi observado um aumento significativo na pressao arterial sistdlica, em
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relacdo aos ratos controles, nas semanas 1 e 4 ap6és o inicio do tratamento (GRAF.
17A). Ja os ratos acompanhados durante 8 semanas, apresentaram um aumento
significativo da presséao arterial sistdlica na 22 semana (GRAF. 17B). A diabetes é
comumente associada a comorbidades, dentre elas, a hipertensdo, que caracterizam

fatores de risco para o aparecimento da disfungao erétil (MALAVIGE e cols., 2009).

Comparando-se os ratos com diabetes induzida por STZ, acompanhados durante 4
semanas, foi observado um aumento no numero de ereg¢des, em relagado aos ratos
controles (GRAF. 18A), na semana 12. Ja nos ratos com diabetes induzida por STZ,
acompanhados durante 8 semanas, foi demonstrada uma redu¢do no numero de
erecdes na semana 16, em relagdo aos ratos controles (GRAF. 18B). Tal resultado
pode ser justificado pelo fato de o periodo de 4 semanas de diabetes induzida por
estreptozotocina nao ter sido suficiente para se estabelecer um dano na producgao
de NO a partir das terminagdes nervosas e células endoteliais dos tecidos penianos,
sem comprometimento, portanto, da funcgao erétil. Assim, foram acompanhados ratos
com diabetes induzida por estreptozotocina durante um periodo de 8 semanas para
confirmar se, durante um periodo maior de diabetes instalada, poderia ser
observado o aparecimento de uma disfuncao erétil, decorrente de uma disfung¢ao na
producado do NO, hipotese essa confirmada. Na verdade, varios estudos que utilizam
modelos de diabetes induzida por STZ demonstram um acompanhamento superior a
4 semanas, para que oOs danos vasculares provenientes da diabetes sejam
instalados (TRONCHINI e cols., 2010; BIVALACQUA e cols., 2004).

Da mesma forma, esses animais acompanhados por 4 semanas, nao apresentaram
nenhuma alteragao significativa no indice de ereg¢ao induzida por estimulagao
ganglionar em relacdo aos ratos controles (GRAF. 19A). Assim, foram
acompanhados ratos com diabetes induzida por estreptozotocina durante um
periodo de 8 semanas para confirmar se, durante um periodo maior de diabetes
instalada, poderia ser observado o aparecimento de uma disfuncéo erétil, decorrente
de uma disfuncdo na producdo do NO. Nesses animais, como discutido
anteriormente, foi observada uma redugdo significativa no indice de erecéo
(estimado pela razdo PIC/PAM) quando comparados com os indices observados

para os ratos controles (GRAF. 19B) e com os ratos diabéticos acompanhados
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durante 4 semanas. Tais resultados indicam que o modelo de diabetes cronica (8
semanas) induzida por STZ € um modelo adequado para o estudo da disfungéo

erétil em animais hiperglicémicos.

Os ratos controles tratados com captopril apresentaram uma redugao significativa da
pressao arterial sistolica na 42 52 e 6% semanas apos o inicio do tratamento, em
relacdo aos ratos controles (GRAF. 20A), ambos acompanhados durante o periodo
de 8 semanas. Ja no tratamento com candesartana, nao foi observada uma redugao
significativa na pressao arterial sistélica, em relagdo aos ratos controles (GRAF.
20B).

No modelo de ere¢ao em ratos conscientes, o tratamento com captopril ou
candesartana nao promoveu diferenga significativa quanto ao numero de eregdes.
Tais resultados condizem com o esperado, visto que nesses 3 grupos a funcgao erétil

permanece preservada.

Na determinacdo do indice de erecdao em modelos de ratos anestesiados, o
tratamento com captopril aumentou significativamente a razao PIC/PAM, a partir da
frequéncia de 8 Hz, como demonstrado no Grafico 22A. Ja o tratamento com
candesartana manteve os indices de ere¢cao semelhantes aos dos ratos controles
(GRAF. 22B).

Na determinagdo da pressao arterial sistolica, os ratos diabéticos tratados com
captopril e tratados com candesartana apresentaram, respectivamente, uma redugao
na pressao arterial sistolica nas semanas 10, 11,12 e 10, 11 e 16 (GRAF. 23),

comparados aos ratos diabéticos controles.

O tratamento dos ratos diabéticos com captopril ou candesartana promoveu, de
maneira geral, uma redugdo da pressao arterial sistdlica ao longo das 8 semanas
avaliadas. Esses achados confirmam dados da literatura que mostram a eficacia de
iIECA ou BRAs no controle da pressao arterial de pacientes diabéticos,
principalmente devido ao seu efeito protetor renal (KAPLAN, 2001,,). Ainda, estudos

demonstram que a inibigio do SRA por esses agentes podem reduzir
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significativamente a incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 em pacientes com
hipertensao arterial (PADWAL & LAUPACIS, 2004).

O tratamento dos ratos diabéticos com captopril ndo promoveu diferenga significativa
no numero de eregdes induzidas por apomorfina, em relacido aos ratos diabéticos
controles (GRAF. 24A). Os ratos nos quais a diabetes seria induzida por STZ e
receberiam tratamento com candesartana apresentaram um numero de erecdes
significativamente maior que o observado para os ratos que seriam usados como
diabéticos controles sem tratamento (GRAF. 24B). Seguindo-se 0 mesmo raciocinio
descrito anteriormente, tais resultados ndao podem ser facilmente justificados e

colocam em questao a validade desse modelo em nosso estudo.

O tratamento dos ratos diabéticos com captopril ou candesartana apresentaram um
aumento do indice de ere¢cao (aumento da razao PIC/PAM induzida por estimulagao
ganglionar), em relagc&o aos ratos diabéticos controles (GRAF. 25), demonstrando,
mais uma vez, que a utilizacdo de farmacos que reduzem a formacao e agao da
ANG Il e, consequentemente, aumentam a formacdo da ANG-(1-7), favorecem a

eregao peniana.
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6 SUMARIO E CONCLUSOES

Os resultados experimentais obtidos neste estudo nos permite estabelecer que os
tratamentos com candesartana ou enalapril foram eficazes para produzir uma
melhora na hipertensao desenvolvida nos ratos por inducdo por L-NAME. Por outro
lado, o tratamento com enalapril na dose de 30 mg/Kg/dia reduziu a razdo PIC/PAM
quando comparados aos animais controles. Estudos adicionais envolvendo doses
menores ou outros representantes da classe dos inibidores da ECA podem ser
necessarios para se estabelecer se existe melhora da funcdo erétil entre esses

agentes.

Com relagao a razao PIC/PAM, foi observado que o modelo de hipertensao induzido
por L-NAME na dose de 25 mg/Kg/dia ndo é um modelo ideal para se estudar a
funcao erétil desses animais, visto que sua acgao inibitéria ndo especifica da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) prejudica tanto a formagdo de NO de terminagdes
nervosas (NO sintase neuronal — nNOS) quanto NO endotelial (NO sintase endotelial
— eNOS). Fato este também demonstrado durante o acompanhamento do numero
de eregdes em ratos acordados, onde nao foi observada uma melhora significativa
na funcao erétil dos ratos com hipertenséo induzida por L-NAME, apods o tratamento
com os mesmos farmacos. Dessa forma, o tratamento desses animais com
candesartana ou enalapril ndo foi capaz de reverter a disfuncao erétil estabelecida,
uma vez que o0 seu mecanismo de acao na melhora da funcao erétil € dependente
da formagdo de NO. Por esta raz&o, foi utilizado um segundo modelo de
hipertensdo, hipertensdo DOCA-sal, onde foi comprovada a eficacia desses agentes
em melhorar a disfuncéo erétil estabelecida nesses animais. Da mesma forma, os
tratamentos com candesartana ou captopril foram eficazes para produzir uma

melhora na hipertensao arterial desenvolvida.

Nos animais com diabetes induzida por estreptozotocina, foi observada a
necessidade de um acompanhamento durante um periodo superior ao de 4
semanas para se confirmar o estabelecimento de uma disfungédo erétil e, assim,
obtermos um modelo de ratos diabéticos com prejuizo dessa funcéo. Fato este que

foi comprovado quando realizado o acompanhamento durante o periodo de 8
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semanas, onde foi observada uma redugao do indice de erecao (avaliado através da
razao PIC/PAM), em relacdo aos ratos controles e diabéticos acompanhados
durante 4 semanas, bem como uma redu¢do no numero de ere¢des na 162 semana
de idade desses animais. Com relacdo a pressao arterial sistdlica, os ratos
diabéticos acompanhados durante 8 semanas apresentaram uma leve hipertensao,
quando comparados aos ratos controles. Hipertensao esta revertida pelo tratamento
desses ratos diabéticos com captopril ou candesartana. No modelo de erecdo em
ratos anestesiados, mais uma vez foi demonstrada a eficacia desses farmacos em

melhorar os indices de ere¢ao, determinados pela razdo PIC/PAM.

Nossos dados sugerem que a utilizagdo crénica de captopril ou candesartana,
manobras que sabidamente aumentam os niveis circulantes de ANG-(1-7),
apresentam um potencial no tratamento da disfuncéo erétil de pacientes hipertensos

e/ou diabéticos.
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