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1- Introducéao

H& mais de um século atrés, Tiegerstedet e Bergaman (1898) descreveram o primeiro
componente do Sistema Renina-Angiotensina SRA. Esses autores observaram que extratos nao
purificados do coértex renal causavam aumento prolongado na pressdo arterial de coelhos
anestesiados, ao contrario de extratos da medula renal que eram inativos. A essa descoberta foi
dado pouca relevancia até que Goldblatt et al (1934) induziram hipertensdo em caes restringindo
o fluxo sanguineo para os rins. Embora conhecendo que o0 aumento da pressao sanguinea poderia
ser causada por substancia presente no sangue, 0s autores ndo associaram este efeito a renina, de
modo que eles ndo citaram o trabalho de Tiegerstedet e Bergaman (1898).

Em 1940 dois grupos de pesquisadores trabalhando independentemente um na Argentina
Braun- Menendez et al. (1940) e outro nos EUA, Page e Helmer (1940) verificaram que na
verdade o peptideo pressorico ndo era a renina, € sim um produto da acdo enzimatica dessa
substancia sobre uma proteina plasmatica. O primeiro grupo de pesquisa chamou esse produto de
hipertensina e o segundo grupo de angiotonina. Posteriormente, passaram a chamar de
angiotensina, na tentativa de unificar o nome (BRAUN-MENENDEZ, PAGE, 1958).

Na mesma linha de pesquisa, Skeggs et al. (1954) identificaram duas formas de
angiotensina, Angiotensina |1 ( Ang I) Angiotensina Il (Ang II), verificando também que a
primeira era resultado hidrélise de angiotensinogénio e a segunda da quebra enziméatica da
primeira.

Depois de varias décadas de pesquisas o sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado
um dos mais importantes sistemas regulatorios para a homeostase cardiovascular e equilibrio do

hidroeletrolitico (SANTQOS, et al., 2000; SANTOS, et al., 2000b). A influéncia desse sistema



sobre as funcbes organicas é extremamente ampla e complexa, envolvendo multiplos mediadores,
multiplos receptores e mecanismos de sinalizacéo intracelular variados (SANTOS et al, 2000;
ARDAILLOU, 1999; KIM e IWAO, 2001)

Os principais componentes conhecidos do SRA séo: renina, angiotensinogénio, Ang I,
ECA e Ang Il. A renina é a enzima responsavel pela quebra do angiotensinogénio, formando a
Ang I. A ECA ¢ a enzima responsavel pela clivagem dos dois aminoécidos carboxi-terminais da
Ang | formando Ang I, o principal peptideo do SRA. Osreceptores de atuacdo AT1 e AT2 sdo 0s
responsaveis pelos seus efeitos da Ang-Il. Ainda no SRA temos também Angiotensina IlI,
Angiotensina IV, angiotensina-(1-9), Ang-(1-7), Angiotesina-(1-5), bem como outra enzima
conversora de angiotensina, a ECA2 ( ROKS et al, 1999; DONOGHUE et al, 2000; BURRELL
et al, 2004) (Figura 1)

Nos ultimos anos tém sido apresentadas inameras fungdes da Ang-(1-7), que foi primeiro
identificada em cérebro de ratos (BLOCK et al, 1988) e verificada sua origem como um
fragmento biologicamente ativo da Ang-I1l1 (SANTOS et al., 1988). A Ang-(1-7) também pode ser
formado diretamente apartir da Ang-l, por acdo da prolil-endopeptidase (PEP) ou da
endopeptidase neutra (NEP). A outra via é dependente de ECA2, que da origem a Angiotensina
1-9 que seré clivada pelas enzimas ECA ou NEP formando Ang-(1-7). A Ang-(1-7) pode ser
fornada a partir da Ang-11 por clivagem pelas enzimas prolil-carboxipeptidase (PCP), NEP ou
ECA2 ( BURREL et al, 2004) (Figura 2).

Vérios estudos tém mostrado a presenca do sistema renina angiotensina no sistema
reprodutor. Foi demonstrada a producdo de pré-renina e renina por células tecais cultivadas in
vitro (PAULSON et al., 1989), bem como a expressdo de gene da prdé-renina em células tecais e

luteais em macaco (ITSKOVITZ et al, 1992). A ECA foi identificada em ovérios de rata, no

2



epitélio germinativo proximo ao corpo lateo, células granulosas de alguns foliculos, vasos
sanguineos e estroma (SPETH, HUSAIN, 1988). Foi identificada RNA mensageiro para
angiotensinogénio em ovario de rata e sua expressao parece ser estimulada por horménios
(OHKUBO et al., 1986). No ovario, foi encontrada imunorretividade para Ang-l1 e Ang-I1l no
fluido folicular humano (LIGHTMAN et al, 1987, FERNANDEZ et al, 1985; CULLER et
al.,1986)

Pesquisas recentes realizadas no laboratorio de Endocrinologia e Metabolismo do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais mostraram que a Ang-(1-7)
estd presente em ovario de rata e que sua concentracdo varia durante o ciclo estral, sendo as
concentragdes mais altas observadas no proestro e estro(COSTA et al., 2003). Verificou-se
também aumento da producdo de estradiol e progesterona em ovarios de coelhas perfundidos
com Ang-(1-7) (VIANA, 2005). Ang-(1-7) também aumentouu a taza de ovulagdo em ovarios

coelhas perfundidas in vitro (VIANA , 2005).
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1.1 Esteroidogénese Testicular

Os testiculos dos mamiferos tém duas funcbes: a producdo de andrdgenos e de
espermatozdides. Os testiculos sdo organizados em dois compartimentos: o compartimento
tubular, composto por células germinativas, células midides, e células de Sertoli, e o
compartimento intersticial, formado por células de Leydig, fibras de tecido conjuntivo, além de
nervos, vasos sanguineos e linfaticos (SETCHELL, 1991). Pesquisas tém mostrado as inter-
relagbes entre células de Sertoli e Leydig. Embora as células sejam separadas pela membrana
basal, pelas células midides e pelo espaco intersticial, a comunicacdo pode ocorrer atraves da
secrecdo de fatores protéicos produzidos pelas células de Sertoli que agem de modo paracrino
sobre as células de Leydig, podendo esses fatores interferire de modo negativo ou positivo na

esteroidogénese ( SHARPE, 1985; VERHOEVEN , CAILLEAU, 1990).

A producéo de androgeno comeca no periodo fetal, quando é essencial para diferenciacao
sexual, sob o estimulo de hCG ( Gonadotrofina Coribnica Humana). Na puberdade inicia-se a
sintese de androgeno dependente de LH (Hormdnio Luteinizante), que € responsavel pelo
aparecimento de caracteristicas sexuais secundarias, manutencdo da espermatogénese e pelo

comportamento sexual (SHARPE, 1984; BRAUSTEIN, 1994).

As células de Leydig sdo responsaveis pela producao de androgenos, e sao elas que estdo
em maior quantidade no espaco intersticial. Sendo uma célula produtora de androgeno, tem como
caracteristicas citoplasmaticas, grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso e mitocondrias,
onde fica alojado o receptor para acoplar moléculas necessarias para esteroidogénese (TEERDS,

1988).



A testosterona € o principal andrdgeno secretado pela célula de Leydig a testosterona é a
principal. No caso do homem 95% da testosterona plasmaética é de origem testicular. No grupo de
hormdnios androgénicos, também existe a diidrotestosterona (DHT) que é formada pela acdo da
enzima Sa-redutase sobre a testosterona. A DHT utiliza 0 mesmo receptor da testosterona, sendo
2,5 vezes mais potente. A formacdo desses horménios esta sob controle da via eixo hipotalamo-
hip6fise-gbnadas, onde o GnRH hipotalamico agindo sobre a hipéfise provoca a liberacdo de
LH, que age diretamente sob os receptores especificos das células de Leydig. Os andrdgenos sdo
primariamente derivados do depdsito de colesterol existente nas gotas lipidicas do citoplasma das
células de Leydig, outra fonte do precursor é o colesterol plasmatico. No rato o colesterol
plasmético contribui com 40% do total necessario para sintese dos andrégenos (MORRIS,
CHAIKOFF, 1959; HALL, 1963; FREEMAN, ROMMERTS, 1996; GONZALES et al., 2002).
As celulas de Leydig contém receptores para colesterol que reconhecem ambos, HDL
(Lipoproteinas de alta densidade) e LDL (Lipoproteinas de baixa densidade) sendo que utilizado
preferencialmente no rato HDL (CHEN et al, 1980). Nos mamiferos o passo inicial na biossintese
de androgenos é a conversdo do colesterol em pregnolona. Essa reacdo ocorre na membrana
interna da mitocondria pela acdo da enzima citocromo P450scc que realiza a clivagem da cadeia

lateral do colesterol, utilizando NADPH como fonte de energia (PARKER, SCHIMMER, 1997).

Os estimulos dos esteroides nas células de Leydig sao realizados de duas formas: primeira
é a forma aguda que utiliza a sintese de proteina que esta relacionado ao transporte de colesterol
até a membrana mitocéndria; segunda € a forma cronica que participa do crescimento celular e

manuntencdo de enzimas esteroidogénicas (HALL, 1994).

As células de Leydig tém em sua superficie receptores para LH, que estdo acoplados a

enzima adenilato-ciclase e quando estimulados, esses receptores promovem o0 aumento nos niveis
;



de AMPciclico intracelular, que parece funcionar como sinalizador para aumentar os niveis de
P450scc (MARSH, 1976). Algumas evidéncias tém mostrado que o estimulo dos receptores de
LH age sobre a sintese de proteinas que estdo envolvidas na regulacdo da esteroidogénese nas
fases inicias da biossintese: a SCP2 (Steroid Carrier Protein 2) que participa do transporte do
colesterol livre no citoplasma até o membrana externa da mitocondria, e StAR (Steroidogenic
Acute Regulatory protein), que é responsavel pelo transporte do colesterol da membrana externa
para membrana interna da mitocondria, um papel limitante para regulacdo aguda da
esteroidogénese. A StAR participa do transporte do colesterol no meio aquoso entre duas
membranas das mitocondrias, aumentando o substrato para esta organela ( STOCCO, 1996).

Para ocorrer a producdo de esteroides, o LH age nos seus receptores que estimulando a
formacdo do segundo mensageiro AMP ciclico, que aumenta os niveis de P450scc atravées de
transcricdo génica; ou de forma aguda através da sintese de StAR, que é independente da
formacdo de um novo mRNA (CLARK et al., 1994; MILLER, STRAUSS, 1999). Depois de
processada a formacdo de testosterona, esta se difunde para a superficie celular e posteriormente
é liberada no espaco extracelular circundante, de onde é captada pela circulacdo sanguinea,
linfatica ou pelos tabulos seminiferos (DEKRETSER, KERR, 1988). O sistema reprodutor
masculino pode produzir outros esterdides como diidrotestosterona e estradiol, com funcdes
fisiologicas especificas. A diidrotestosterona ¢ formada pela a¢do da enzima Sa-redutase e o
estradiol pela citocromo P450 aromatase, dependendo da atividade de cada enzima nos tecidos-

alvo (PAYNE, O’'SHAUGHNESSY, 1996) ( Figura 3)
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1.2 Sistema Renina Angiotensina no Sistema Reprodutor Masculino

1.2.1 Angiotensinogénio

Alguns componentes do sistema SRA ja foram identificados no testiculo, como o,
angiotensinogénio, ECA e renina. As concentracdes de mRNA para angiotensinogénio nos
testiculos é baixa em ratos e alta em camundongos (SPETH, DAUBERT, GROVE, 1999). O
angiotensinogénio foi também encontrado nas células do epididimo, sugerindo a formacéo
intracelular de Ang I (CUSHMAN; CHEUNG,1971). Foi também observado em ratos, que as
maiores concentracfes de Ang | e Ang Il encontram-se no liquido seminal (WONG; UCHENDU,
1991).

1.2.2 Renina

A presenca da renina e do seu mMRNA foram relatadas nas células de Leydig dos testiculos
de ratos e camundongos (PANDEY, INAGAMI, 1984; 1986; DESCHEPPE et al., 1986). A
renina € um peptideo que inicia sua atividade na puberdade e mostra ter uma correlacdo direta
com os niveis plasmaticos de gonadotrofinas (PARMENTIER et al., 1983). A expressdo da
renina também foi demonstrada no epididimo (WONG; UCHENDU, 1991), onde é secretada de

forma andrégeno dependente (UCHENDU, 1995).
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1.2.3 Enzima Conversora de Angiotensina

A enzima conversora de angiotensina testicular (ECAt) é encontrada nas células da
linhagem germinativa pds-meidticas e nos espermatozdides (SPETH et al, 1999). Pesquisas
recentes identificaram em mamiferos uma enzima analoga a ECA, também chamada de
homdlogo humano da ECA e conhecida como ECA2. A atividade dessa metaloenzima foi
também descrita no coracdo (ZISMAN et al, 2003) rins (CHAPPELL et al, 2001) e células
germinativas testiculares (HARMER, 2002; ALENINA et al, 2002), e tem relacdo com a
producdo de angiotensina-(1-7).

Pesquisas feitas no sistema reprodutor, mais especificamente no epididimo de ratos,
demonstraram altas concentracdes de ECA ativa se comparada a outros 6rgdos (CUSHMAN;
CHEUG, 1971). A concentragdo de ECA também aumentou ap0s a puberdade e sofre um
aumento transitério durante periodos de estimulos sexuais em ratos, podendo estar relacionada
positivamente com a producéo de esperma (HOHLBREGGER et al, 1982).

Topico de ANGII

1.2.4 Receptores para Ang |1

Alguns trabalhos verificaram a expressdo do mRNA para receptor AT1 e AT2 em
testiculos de ratos (KITAMI et al., 1992; MILLAN, AGUILERA, 1988; AGUILERA et al,
1989). No caso do rato, o receptor encontrado foi do tipo AT1 com a presenca de seus dois
subtipos ATla e AT1lb (KITAMI et al, 1992). As pesquisas sugerem que a estimulacdo do

receptor AT1 nas células de Leydig inibe a capacidade das gonodotrofinas de estimularem a

11



producdo de testosterona e 0 mecanismo seria a inibi¢cdo da via do AMP ciclico (KHANUM,
DUFAU, 1988).
A presenca dos receptores para Ang Il foi verificada também no epididimo de rato e suas

concentragdes podem variar conforme a faixa etaria (LEUNG et al, 1997).

1.2.5 Ang-(1-7) e Recetor MAS

A localizacdo e distribuicdo do RNAmM para o protooncogene MAS foi estudado por
hibridizacdo com probes de cRNA marcado, em cérebro de rato e foi observada sua presenga em
varias areas cerebrais (BUNNEMANN et al, 1990). A expressdo do proto-ocogene MAS foi
também descrita em testiculos de ratos (METZER et al, 1995). O proto-oncogenese MAS tem
sua expressdo em camundongos somente a partir dos 18 dias de idade e aumenta até o sexto més
(ALENINA et al., 2002). Pesquisas mais recentes mostraram pela primeira vez um receptor
funcional para Ang-(1-7), o receptor MAS, localizado em rim de camundongo (SANTOS et al,
2003). A localizagdo do receptor MAS foi também determinada por imuno-histoquimica em
ovarios de ratas nas varias fases do ciclo estral (PEREIRA et al, 2004). Em testiculos de
camundongos e ratos, 0 MAS s0 apareceu varias semanas ap0s 0 nascimento coincidindo com a
puberdade( ALENINA et al, 2002). Em camundongos com 3 meses de idade que o receptor MAS
é expresso e localizado em células de Leydig e Sertoli, com maior quantidade nas células de
Leydig ( ALENINA et al, 2002).

Apesar da observacdo de que um grupo camundongos knockout para receptor MAS néo teve
alteracdes na saude e fertilidade (WALTHER et al,1998), o fato de o receptor MAS se apresentar
no testiculo na fase da puberdade, estar presente em maior quantidade nas células de Leydig,

responsaveis pela producdo de testosterona, que comeca sua producdo no inicio da puberdade,

12



leva-nos a suspeitar de que esse receptor e o peptideo Ang-(1-7) podem ter uma participacdo na
producéo de testosterona e na reproducéo.

Pesquisas preliminares realizadas para verificar o efeito do Ang-(1-7) sobre
esteriodogénese testicular, utilizaram como modelo o sistema de perfusdo do 6rgdo isolado ou
sistema de incubagdo com o peptideo. No modelo de perfusdo com testiculos de ratos, foi
observado aumento da testosterona no perfusato (VIANA et al, 2003), enquanto que no modelo
de incubacdo de testiculos humanos, a Ang-(1-7) diminuiu da producdo de testosterona (REIS,
2006). Apesar dos resultados in vitro, ndo foi ainda verificado o efeito desse peptideo sistémico
na esteriodogénese, exposto a interferéncia do metabolismo do organismo. Para essa verificacao,
0 peptideo foi incluido no polissacarideo ciclodextrina que tem a capacidade de acoplar-se a Ang-
(1-7), tornando essa molécula protegida das enzimas digestivas, podendo ser administrada via

oral. Assim, tornou-se possivel verificar o seu efeito nos 6rgéos reprodutores, a partir do plasma.

2. OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral
Verificar a expressdo da Ang-(1-7) no testiculo de camundongos e seu efeito sobre a

esteroidogénese.

2.3 Objetivos especificos
e Verificar a expressdo e localizacdo da Ang-(1-7) no testiculo de camundongos através de
imuno-histoquimica;

e Verificar o efeito da Ang-(1-7) via oral sobre 0s niveis de testosterona plasmatica;

13



Avaliar o efeito tratamento oral da Ang-(1-7) na sintese de testosterona em testiculos
incubados in vitro, e sobre o0 peso corporal e pesos da prostata, da vesicula seminal e do
tecido adiposo epididimal.
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3 - Capitulo

Presenca da angiotensina-(1-7) no testiculo de camundongo e efeitos sobre a
esteroidogénese e tecido adiposo epididimal
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RESUMO

A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um membro biologicamente ativo do sistema renina-
angiotensina e trabalhos recentes mostram sua participacdo na fisiologia reprodutiva. O objetivo

do presente estudo foi verificar a presenca da Ang-(1-7) em testiculo de camundongos e seu
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efeito sobre a esteroidogénese apds administracdo oral. Oito camundongos/grupo foram tratados
diariamente por gavagem, durante 14 dias com agua, com ciclodextrina, Ang-(1-7) acoplada a
ciclodextrina, e com seu antagonista A779 acompanhado ou ndo com Ang-(1-7). Apos
tratamento, os animais foram sacrificados, o plasma coletado para dosagem de testosterona por
RIE, e os testiculos incubados em meio de cultivo por 4 h. Foram também determinados os pesos
da prostata, vesiculas seminais, tecido adiposo epididimal e peso corporal. Testiculos de
camundongos ndo tratados foram processados para imunohistoquimica pelo método da avidina-
biotina-peroxidase, observando a presenca da Ang-(1-7) nas células de Leydig e em algumas
células germinativas. As dosagens de testosterona no plasma e no meio de incubagdo mostraram
grande variabilidade, indicando que esse modelo ndo é adequado para avaliagdo dos efeitos da
Ang-(1-7) sobre a esteroidogénese. Os pesos dos testiculos, vesiculas seminais, prostata e peso
corporal ndo apresentaram diferenca significativa. O tecido adiposo epididimal aumentou apos
tratamento com Ang-(1-7) e diminui com A779, sugerindo a participacdo desse peptideo na
fisiologia do tecido adiposo.

Palavras-chave: sistema renina-angiotensina, Angiotensina-(1-7), testiculo .

ABSTRACT

Some components of the rennin-angiotensin system (RAS) have been reported in the
reproductive system. Studies have been shown the presence of Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], an
important biologically active component of the SRA, and its receptor MAS, in Leydig cells.
Therefore the aim of the present study was to verify the presence and localization of Ang-(1-7) in

mice testes, and its effect on sterodogenesis after oral treatment. Eight mouse/group were daily
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submitted to oral treatment by gavage, once to day, during 14 days according to the following
treatments: water, ciclodextrine (61ug/Kg), Ang-(1-7) (100 pg/kg) coupled to ciclodextrin, A779
(100 pg/kg) and Ang-(1-7) with A779. After the treatments, the animals were sacrificed, the
blood was collected for testosterone dosage and the testes were removed and incubate in vitro.
Body weight, prostate, seminal vesicle and epididimal adipose tissue weights were measured for
each mice. Testes from untreated mice were submitted to immunohistochemistry by avidine-
biotine-peroxide method, showing Ang-(1-7) presence in Leydig cells and some germ cells.
Testosterone levels in plasma and in medium after incubation showed a great variation. No
significant difference in body weight and testes, seminal vesicles and prostate weights was
observed. Epididimal adipose tissue weight increased after Ang-(1-7) treatment and decreased
after A-779 treatment. In conclusion, the testes incubation in vitro were not appropriated to
evaluate the steroidogenic effect of oral Ang-(1-7) treatment, Ang-(1-7) is present in the testes,
specifically in the cells of Leydig, and oral Ang-(1-7) treatment might alter the adipose tissue

weight.

Keywords: renin-angiotensin system, angiotensin-(1-7), Testis.
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3. INTRODUCAO

O sistema renina-angiotensina (SRA) classico é bem conhecido por seu papel como
regulador da homeostase hidroeletrolitica e da pressdo arterial (SANTOS et al, 2000a; SANTOS
et al, 2000b). A influéncia do SRA sobre as func¢Ges orgéanicas envolve multiplos mediadores,
receptores e mecanismos de sinalizagdo intracelular (ARDAILLOU, 1999; SANTOS et al.,
2000b; KIM & IWAO, 2001). Os principais componentes do SRA sdo: angiotensinogénio,
renina, angiotensina | (Ang 1), enzima conversora de angiotensina (ECA) e angiotensina 11 (Ang
I1). A renina é a enzima responsavel pela quebra do angiotensinogénio, formando a Ang I,
enquanto a ECA cliva dois aminoacidos carboxi-terminais da Ang | formando o octapeptideo
Ang 11, o principal peptideo biologicamente ativo do SRA. A Ang Il atua sobre 0s receptores AT
e AT,, que sdo responsaveis pelos seus efeitos. Outros peptideos do SRA séo a angiotensina Ill,
angiotensina 1V, angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], angiotensina-(1-5), enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) e a Ang-(1-7) (ROKS et al, 1999; DONOGHUE et al., 2000; BURRELL
et al., 2004). A Ang-(1-7) atua sobre receptor MAS, que faz parte da familia de receptores com
sete dominios transmembranas acoplados a proteina G, assim como o0s receptores de Ang Il
(SANTOS et al, 2003).

Nos ultimos anos, tém sido apresentadas inimeras funcGes para a Ang-(1-7), que foi
primeiramente identificada em cérebro de ratos (BLOCK et al., 1988) e verificada como um
fragmento biologicamente ativo da Ang Il (SANTOS et al., 1988). A Ang-(1-7) é formada a
partir da clivagem de um aminoacido carboxi-terminal da Ang Il pela prolil-endopeptidase (PEP)
ou pela endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-carboxipeptidase (PCP). A Ang-(1-7) pode também

ser formada por via independente de ECA, onde a Ang | é clivada em Ang-(1-9) pela ECA2, que
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por sua vez pode ser clivado pela NEP ou ECA. Em outra via independente de ECA, a Ang-(1-7)
pode ser formado diretamente da Ang | pela acédo da PEP ou NEP (BURREL et al., 2004).

Componentes do SRA ja foram demonstrados em vérios tecidos e 6rgdos tais como
coracdo, cérebro, rins, tecido adiposo e pancreas, desempenhando, provavelmente, papéis
paréacrinos e/ou autocrinos (LAVOIE, SIGMUND, 2003; PAUL et al., 2006). Os componentes
do SRA também ja foram descritos no trato reprodutor feminino e masculino, indicando a
participacdo desse sistema em processos fisiologicos tais como, desenvolvimento folicular,
maturacdo ovocitaria, atresia, esteroidogénese e gametogénese (KHANUM, DUFAU, 1988;
SPETH et al., 1999;YOSHIMURA, 1997; PAUL et al., 2006).

Dados recentes tém destacado a participagdo da Ang-(1-7) como um dos peptideos
biologicamente ativo do SRA no trato reprodutor. Resultados pioneiros com esse peptideo
mostraram que a Ang-(1-7) esta presente em ovario de rata, com concentragdes mais altas no
proestro e estro, e que o tratamento de ovarios de ratas perfundidos in vitro com Ang-(1-7)
aumenta a esteroidogénese (COSTA et al., 2003). Ja em ovarios de coelhas perfundidos in vitro
apresentaram diminuicdo na taxa ovulatéria estimulada por hCG ap0s tratamento com A779, um
antagonista especifico da Ang-(1-7) (VIANA, 2005). A expressdao do receptor MAS foi
observada em testiculos de ratos (METZER et al, 1995) e em ovarios de ratas nas varias fases do
ciclo estral (PEREIRA, 2004). Em testiculos de camundongo, a expressdo do receptor MAS
ocorreu somente a partir dos 18 dias de idade, aumentando até o sexto més, sendo expresso nas
células de Leydig e Sertoli (ALENINA et al., 2002). Camundongos knockout para receptor MAS
apesar de ndo apresentarem alteragdes na saude (WALTHER et al,1998), mostraram uma
diminuicdo na producdo espermatica diaria sem comprometimento significativo da fertilidade

(PINHEIRO, 2004). A expressdo génica testicular nesses mesmos animais também estava
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alterada, sendo observada diminui¢do na expressdo de RNAm da StAR (Steroid Acute Regulatory
Protein) ¢ 3B-HSD1 (34-hydroxysteroid dehydrogenase 1) e aumento da 33-HSD6 (XU et al.,
2007). A StAR é a proteina responsavel pelo transporte do colesterol da membrana externa para a
membrana interna da mitocondria, local onde ocorre a clivagem da cadeia lateral do colesterol
pela citrocromo P450scc, enquanto as 33-HSDG6 sdo enzimas chaves para a sintese de testosterona
pelas células de Leydig (BAKER et al., 1999). Com isso, esses trabalhos indicam a possivel
participacdo da Ang-(1-7) na producéo de testosterona e na fisiologia reprodutiva dos machos.
Pesquisas realizadas para verificar o efeito de diversas substancias sobre a
esteroidogénese testicular utilizam como modelo o sistema de perfusdo do 6rgdo isolado ou
sistema de incubacdo com a substancia em estudo. No modelo de perfusdo com testiculos de
ratos, foi observado que o tratamento com Ang-(1-7) aumentou a testosterona no perfusato
(VIANA et al, 2003), enquanto que no modelo de incubacao de testiculos humanos, a Ang-(1-7)
diminuiu da producdo de testosterona (REIS, 2006). Apesar desses resultados indicarem a
participacdo da Ang-(1-7) na esteroidogénese testicular in vitro, ndo foram realizados
experimentos para averiguar o efeito sistémico desse peptideo sobre a esteroidogénese. Para essa
verificacdo, a Ang-(1-7) foi incluida no polissacarideo ciclodextrina, tornando-a protegida de
enzimas digestivas, além de permitir sua administracdo por via oral (LULA et al., 2007). Assim,
é possivel verificar o efeito sistémico da Ang-(1-7) em diferentes tecidos. Com isso, o0 presente
estudo teve o objetivo de verificar a presenca e localizacdo da Ang-(1-7) em testiculo de
camundongos e o efeito desse peptideo, ap6s administracdo oral, sobre a esteroidogénese

testicular e sobre o peso de tecidos que estdo sob influéncia de esterdides sexuais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57 Black 6, pesando 28-35 g, com 4 meses de
idade, criados no Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo
Horizonte, MG, Brasil, de acordo com as normas Internacionais para manuseio Animais. Foram
mantidos 5-8 animais por caixa, com ciclo 14h claro: 10h escuro, temperatura 23 + 3°C, racéo e

agua ad libidum.

4.2 Protocolo Experimental
Para averiguar os efeitos da Ang-(1-7) sobre a sintese de testosterona em testiculos de
camundongos incubados in vitro, oito animais/grupo receberam diariamente por gavagem, uma
vez ao dia, durante 14 dias, 0s seguintes tratamentos: agua, ciclodextrina (61 pg/Kg), Ang-(1-7)
(100 pg/kg), A-779 (100 pg/kg), e Ang-(1-7) A-779 (100 ug/kg). Tanto a Ang-(1-7) quanto o A-
779 foram acoplados a ciclodextrina, visando sua protecdo contra degradacao enzimatica. Apos o
altimo dia de tratamento, os animais foram anestesiados com tiopental sédico 30 mg/Kg
(Tiopental, Cristalia-Brasil), os testiculos foram retirados e mantidos, sob refrigeracdo, no meio
de incubacdo, composto de Meio 199 (Sigma) com sais de Earle e L-glutamina (Sigma Chemical
Co, USA), suplementado com 1% de albumina sérica bovina (BSA) e Hepes (0,4mg/mL), pH
74,

Em seguida, todos testiculos foram cortados para exposi¢do do parénquima e incubados
separadamente em 2 mL do meio descrito acima, a 35°C e atmosfera de 95% O, e 5 % de COy
durante quatro horas. Ap6s uma e quatro horas de incubacdo, foram coletados 100l de meio para
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dosagem de testosterona, sendo reposto o mesmo volume de meio. O meio coletado foi
imediatamente congelado e mantido a -20°C para posterior dosagem hormonal por
radiomunoensaio.

Para averiguar os efeitos da Ang-(1-7) sobre os niveis de testosterona plasmatica, o
sangue de cada animal foi coletado em tubos heparinizados e centrifugado a 4°C com 2.500 rpm,
durante 15 minutos. O plasma foi separado e congelado -20°C para posterior dosagem hormonal.
Foram mensurados também o peso corporal, e 0s pesos da prostata, da vesicula seminal e do
tecido adiposo epididimal. Os valores dos pesos foram corrigidos para cada 10 g de peso

corporal.

4.3 Preparo de tecidos para imunohistoquimica

Quatro animais ndo submetidos aos tratamentos descritos anteriormente foram receberam
injecdo intraperitoneal de sulfato de heparina (500 Ul/animal) (Liquemine — Roche-Brasil) e
posteriormente anestesiados conforme descrito no experimento anterior. Foi realizada a
laparotomia e toracotomia, e procedida a perfusdo dos 6rgdos através do ventriculo esquerdo com
tampao fosfatasalina (PBS) 0,05M, até a clarificacdo total dos rins e do figado. Logo apos, 0s
animais foram perfundidos com inibidores de peptidases (fenil-metilosulfonil fluoreto 10°M,
Pepstatina-A 0,5 x 10°M e EDTA a 10°°M, todos adquiridos da Sigma-Aldrich Corp., USA) em
acido acético 0,1M, seguido de perfusdo com paraformaldeido 4% em tampéo fosfato a 0,2M, pH
7,4. Os testiculos foram mantidos na solucdo de paraformaldeido a 4°C por 48h, incluidos em

parafina, seccionados com 4um e os cortes montados em ldminas gelatinizadas.
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4.4 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada pelo método da avidina-biotina peroxidase com o Kit
Vectastain Universal (Vector laboratories, EUA). Os cortes foram desparafinizados com xilol e
reidratados em uma sequiéncia gradual de alcoois, até agua destilada. O bloqueio de peroxidase
endogena foi realizado com H,O, 1% em metanol durante 30 minutos, seguido pelo blogueio de
sitios inespecificos com soro normal de cavalo 4% durante 30 min, ambos a temperatura
ambiente. Os cortes foram incubados com anticorpo policlonal de coelho Anti-Ang-(1-7)
(1:2000), durante aproximadamente 16-18 h a 4°C. Em seguida, foi realizada incubacdo durante
30 min com anticorpo secundario biotinilado anti-IgG Universal (1:200) produzido em cavalo, e
incubacdo com complexo avidina-biotina peroxidase durante 1 hora, ambas a temperatura
ambiente. A visualizacdo da marcacgdo foi realizada com 3,3 -diaminobenzidina (DAB, Sigma-
Aldrich Corp., USA) em PBS 0,05M contendo 1% de H,0, e contra-coloracdo com hematoxilina.
Os controles negativos foram realizados abstendo-se do anticorpo primério durante todo o

processo. Os cortes foram desidratados, clarificados em xilol e montados com Entelan.

4.5 Radioimunoensaio
As amostras de plasma e do meio de incubacdo foram submetidas a dosagem de
testosterona por radioimunoensaio com o kit comercial Testosterone Maiar (Adaltis Italia S.p.A),

de acordo com o fabricante.
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4.6 Anélise estatistica
Os dados foram representados como média + erro-padrdo da média, sendo submetidos ao
teste de normalidade de Duncan, seguidos da analise de variancia (ANOVA) e teste de Student-

Newman-Keuls, todos com nivel de significancia p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da Ang-(-1-7) sobre a liberacdo de testosterona

Os resultados da incubacdo in vitro de testiculos de camundongos, previamente tratados
por gavagem, durante 14 dias com &gua, ciclodextrina, Ang-(1-7) e/ou A-779 mostraram que a
Ang-(1-7) ndo influenciou significativamente a concentracdo de testosterona no liquido de
incubagdo, como mostram as Figuras 1 e 2. Observa-se através dos erros-padrdo que os dados
dentro dos mesmos grupos sao bastante variaveis. Por isso, apesar de alguns grupos apresentarem
médias elevadas, ndo houve diferenca significativa entre 0s mesmos. Provavelmente, o0 modelo
experimental utilizado ndo seja adequado para investigacdo proposta. Sugere-se, portanto, a
utilizacdo do modelo de perfusdo in vitro para futuras investigacdes.

Os dados da dosagem de testosterona plasmatica também apresentaram um alto nivel de
variabilidade, ndo sendo observada diferenca significativa entre os grupos (Fig. 3). Uma possivel
explicacdo para esse fato, é a secrecdo pulsatil de testosterona, assim como a variacao circadiana.
Além disso, é importante ressaltar que os animais de cada grupo foram mantidos numa mesma
caixa e que € comum entre os roedores o0 estabelecimento de dominancia social entre machos,
fazendo com que os animais dominantes apresentem maior concentracdo de testosterona
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234  plasmatica (RUIZ-DE-LA-TORR, MANTECA, 1999; HARDY et al., 2002) e conseqiientemente
235  maior variabilidade dentro de um mesmo grupo. Uma alternativa para avaliar o efeito de diversas
236  substéncias sobre a esteroidogénese de camundongos machos seria manté-los em caixas
237  separadas durante o tratamento.

238

Uma hora de incubacgéo

Testosterona/ ng/ml

Agua CD Ang 1-7 Angl-7 +A77¢  A779

239

240  Figura 1. Concentracdo de testosterona no meio com testiculos de camundongos submetidos a
241  diferentes tratamentos via oral (n = 8/grupo) ap6s 1 h de cultivo. Tratamentos: Agua,
242  Ciclodextrina (CD), Ang-(1-7), Ang-(1-7) + A779 e A779.
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Quatro horas de incubacéo

testosterona/ng/ml

Agua CD Ang 1-7 Angl-7+A77¢  A779

244

245  Figura 2. Concentracdo de testosterona no meio com testiculos de camundongos submetidos a
246  diferentes tratamentos via oral (n = 8/grupo) ap6s 4 h de cultivo. Tratamentos: Agua,

247  Ciclodextrina (CD), Ang-(1-7), Ang-(1-7) + A779 e A779.

Plasma

testosterona/ng/ml
3

agua H-0 CD Ang 1-7 Ang A779 A779 100
248

249  Figura 3. Concentracdo de testosterona plasmatica de camundongos submetidos a diferentes
250  tratamentos via oral (n = 8/grupo). Tratamentos: Agua, Ciclodextrina (CD), Ang-(1-7), Ang-(1-
251 7)+ A779e AT79.

252
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5.2 Resposta dos tecidos aos diferentes tratamentos

Quando foram comparados os tratamentos em relacdo aos pesos dos testiculo, vesiculas
seminais, proéstata e ainda ao peso corporal (PC), ndo foi observado diferenca estatisticamente
significativa. (Tabela . 1), demonstrando que a Ang-(1-7), assim como o antagonista A-779 néo
alteram o peso desses 6rgaos nem o peso corporal. Porém, quando se compara o peso do tecido
adiposo epididimal entre os grupos, observa-se que o grupo tratado com Ang-(1-7) apresentou
peso significativamente superior ao do grupo que recebeu Ang-(1-7) associado ao antagonista A-
779. Conclui-se entdo que a adicdo do antagonista reduziu o peso do tecido adiposo epididimal.
De modo semelhante, o grupo tratado apenas com o antagonista teve reducdo do tecido adiposo
epididimal em relacdo ao grupo tratado com Ang-(1-7). Isso mostra que a Ang-(1-7) tende a
aumentar o peso do tecido adiposo epididimal, visto que quando o A-779 ao bloquear o efeito da
Ang-(1-7) exogena e também da enddgena provoca uma reducdo significativa do peso da gordura
epididimal.

Tabela I: Média + erro-padrao do peso corporal (PC) e pesos dos testiculos (T), tecido adiposo
epididimal (TA), préstata (P) e vesicula seminal (VS) apés diferentes tratamentos por gavagem

durante 14 dias consecutivos. Os pesos dos tecidos foram corrigidos por 10g

Tratamentos | PC T TA P VS

agua 30,6 £0,4a| 73,5 +1834+7,4a 6,5 + | 54,5 +4,6a
1.3a 0,4a

Ciclodextrina | 31,3+ 1,1a | 70,5 +|87,5+9,4a 6,1 + (54,9 +43a
2.1a 0,7a

Ang-(1-7) 30,7+0,6a| 71,6 +1107,2 +14,4|5,8 +| 57,6 +4,3a
1.5a ab 0,7a

Ang + A779 31, 7+0,4a| 72,6 +(168,6 £51ac |59 + | 58,6 +£2,3a
2.4a 0,5a

A779(100 ug) | 32,0+ 0,4a | 70,3 +[1655+9,1ac |55 +(56,0+1,1a
1,8a 0,2a

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias dos diferentes
tratamentos.
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Figura 4. Peso do tecido adiposo de camundongos (n=8) submetidos a diferentes tratamentos via
oral. letras: diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

Diferentes componentes do SRA ja foram descritos no tecido adiposo (ENGELI et al.,
2003). O angiotensinogénio, precursor dos peptideos do SRA, tem sua expressdo aumentada
durante a diferenciacdo do tecido adiposo (STRAZZULLO, GALLETTI, 2004; SCHLING et al.,
1999). Em humanos, a expressao do angiotensinogénio é maior no tecido adiposo visceral do que
no subcutaneo (DUSSERRE et al., 2000; GIACCHETTI et al., 2002), havendo tambem um
aumento de sua expressao em obesos (GIACCHETTI et al., 2002; RANKINEN et al,1999).
Portanto, existe uma intima relacdo entre 0 SRA e tecido adiposo. Outro ponto importante para
ressaltar é que o tecido adiposo epididimal, que apresentou resposta aos diferentes tratamentos do
presente estudo, é um tipo de tecido adiposo visceral, onde € encontrado maior numero de
receptores para Ang Il (FALOIA et al., 2002).

A prostaglandina 12 (prostaciclina) é considerada um poderoso agente adipogénico
autocrino (NEGREL, 1999) e ja foi demonstrado que a Angiotensina Il estimula a producdo de

prostaglandina 12 in vivo e in vitro em ratos (DARIMONT et al, 1994a; DARIMONT et al.,
28
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1994b) e em camundongos, porém nestes ndao ficou claro se através do receptor AT, ou AT,
(JONES et al., 1997; DARIMONT et al, 1994a; DARIMONT et al., 1994b). Também foi
demonstrado que a Ang-(1-7) estimula a liberagdo de prostaglandinas em vaso deferente isolado
de coelho (TRACHTE et al, 1990). Resultados também sugerem que a Ang-(1-7) produz efeitos
vasculares em coracgdo isolado através da interacdo do seu receptor Mas com os receptores AT e
AT,, culminando na liberacdo de prostaglandinas e 6xido nitrico (CASTRO et al, 2005). Com
IS0, os resultados relatados em outros trabalhos e os dados obtidos no presente estudo sugerem
que Ang-(1-7) aumente o tecido adiposo epididimal atuando diretamente em seu receptor, ou
atraves da interagé@o entre os receptores de Ang Il (AT e AT,) com o receptor MAS. O presente
estudo abre mais um campo de pesquisa ja que mais estudos serdo necessarios para elucidar os
mecanismos de acdo da Ang-(1-7) sobre o tecido adiposo, e sua possivel relagdo com a sindromes

metabdlicas.
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5.3 Imunohistoquimica

Através da imunohistoquimica, foi possivel caracterizar a presenca da Ang-(1-7) em
testiculos de camundongos adultos (Fig. 5). A marcacdo positiva para Ang-(1-7) pode ser
visualizada nas células de Leydig e pontualmente em algumas células germinativas. Nao foi
visualizada marcacdo em células Sertoli, bem como em outras regiGes do testiculo. O controle

negativo apresenta auséncia de marcacao.
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Figura 5: Imunolocalizagdo de Angiotensina 1-7 em testiculos de camundongos C57
com 3 meses de idade. A) Marcacdo positiva (marrom) para células de Leydig e
pontualmente para algumas células da linhagem espermatogénica (setas); B) Conjunto
de células de Leydig com marcagdo positiva; C) Células espermatogénicas com
marcacao positiva; D) Controle negativo (Barras A =60um; B,Ce D=30um).

Estudos anteriores mostraram a presenca de do receptor MAS nas células de Leydig e

Sertoli de camundongo (ALENINA et al, 2002; PINHEIRO, 2004), corroborando com os dados
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obtidos no presente estudo. A Ang-(1-7) € possivelmente sintetizada pelo proprio testiculo, ja que
0 mesmo expressa MRNA para angiotensinogénio (DZAU et al, 1987)

E importante ressaltar que foi observada imunolocalizagdo para ang-(1-7) em algumas
celulas em tabulos seminiferos, sugerindo a participacdo desse peptideo na espermatogénese. O
receptor MAS também foi identificado por imunohistoquimica fluorescente em células dos
tubulos seminiferos de camundongo (PINHEIRO, 2004) e em todas as células da linhagem
germinativa de testiculos humanos, incluindo espermatozoides (REIS, 2006).

Em sintese, as dosagens de testosterona no plasma e meio de incubacgdo apresentaram uma
grande variabilidade, ndo permitindo concluir sobre o efeito do tratamento oral da Ang-(1-7) na
sintese desse hormonio esterdide. Os pesos dos testiculos, vesiculas seminais e prostata ndo
apresentaram diferenca entre os diferentes tratamentos. Porém, o tecido adiposo epididimal do
grupo tratado com Ang-(1-7) foi significativamente superior ao do grupo que recebeu o
antagonista isoladamente ou Ang-(1-7) associada ao antagonista. Foi observado
imunorreatividade para Ang-(1-7) nas células de Leydig e marcacdo em algumas células
germinativas. Por se tratar de tratar de 6rgdo perfundido até o clareamento, € provavel o peptideo
tenha sido produzido localmente.

Com isso, 0 presente estudo permite chegar as seguintes conclusdes: 1) os modelos de
dosagem no plasma e incubacao in vitro ndo foram adequados para o estudo do efeito da Ang-(1-
7), aplicada via oral, sobre a esteroidogénese testicular; 2) O resultado do tratamento oral com
Ang-(1-7) e A779 indica influéncia desse peptideo sobre o peso do tecido adiposo, 0 que sugere
sua participacdo na fisiologia desse tecido e abre a possibilidade de mais estudos para elucidar
seus mecanismos de acdo; 3) A localizacdo da Ang-(1-7) nas células de Leydig, sugere sua

participacdo na fisiologia testicular.
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