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1- Introdução 
 
 

Há mais de um século atrás, Tiegerstedet e Bergaman (1898) descreveram o primeiro 

componente do Sistema Renina-Angiotensina SRA. Esses autores observaram que extratos não 

purificados do córtex renal causavam aumento prolongado na pressão arterial de coelhos 

anestesiados, ao contrário de extratos da medula renal que eram inativos. A essa descoberta foi 

dado pouca relevância até que Goldblatt et al (1934) induziram hipertensão em cães restringindo 

o fluxo sanguíneo para os rins. Embora conhecendo que o aumento da pressão sanguínea poderia 

ser causada por substância presente no sangue, os autores não associaram este efeito à renina, de 

modo que eles não 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 peptídeo pressórico não era a renina, e sim um produto da ação enzimática dessa 

substância sobre uma proteína plasmática. 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 I ( Ang I) Angiotensina II (Ang II), verificando também que a 

primeira era resultado hidrólise de angiotensinogênio e a segunda da quebra enzimática da 

primeira. 

Depois de várias décadas de pesquisas o sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado 

um dos mais importantes sistemas regulatórios para a homeostase cardiovascular e equilíbrio do 

hidroeletrolítico (SANTOS, et al., 2000; SANTOS, et al., 2000b). A influência desse sistema 
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sobre as funções orgânicas é extremamente ampla e complexa, envolvendo múltiplos mediadores, 

múltiplos receptores e mecanismos de sinalização intracelular variados (SANTOS et al, 2000; 

ARDAILLOU, 1999; KIM  e IWAO, 2001) 

Os principais componentes conhecidos do SRA são: renina, angiotensinogênio, Ang I, 

ECA e Ang II. A renina é a enzima responsável pela quebra do angiotensinogênio, formando a 

Ang I. A ECA é a enzima responsável pela clivagem dos dois aminoácidos carboxi-terminais da 

Ang I formando Ang II, o principal peptídeo do SRA. Osreceptores de atuação AT1 e AT2 são os  

responsáveis pelos seus efeitos da Ang-II. Ainda no SRA temos também Angiotensina III, 

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 últimos anos têm sido apresentadas inúmeras funções 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-II (SANTOS et al., 1988). A Ang-(1-7) também pode ser 

formado diretamente apartir da Ang-I, por ação da prolil-endopeptidase (PEP) ou da 

endopeptidase neutra (NEP).  A outra via é dependente de ECA2, que dá origem à  Angiotensina 

1-9  que será clivada  pelas enzimas ECA ou NEP formando Ang-(1-7). A Ang-(1-7) pode ser 

fornada a partir da Ang-II por clivagem pelas enzimas prolil-carboxipeptidase (PCP), NEP ou 

ECA2 ( BURREL et al, 2004) (Figura 2). 

Vários estudos têm mostrado a presença do sistema renina angiotensina no sistema 

reprodutor. Foi demonstrada a produção de pró-renina e renina por células tecais cultivadas in 

vitro (PAULSON et al., 1989), bem como a expressão de gene da pró-renina em células tecais e 

luteais em macaco (ITSKOVITZ et al, 1992).  A ECA foi identificada em ovários de rata, no 
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epitélio germinativo próximo ao corpo lúteo, células granulosas de alguns folículos, vasos  

sanguíneos e estroma (SPETH, HUSAIN, 1988). Foi identificada RNA mensageiro para 

angiotensinogênio em ovário de rata e sua expressão parece ser estimulada por hormônios 

(OHKUBO et al., 1986). No ovário, foi encontrada imunorretividade para Ang-I e Ang-III no 

fluido folicular humano (LIGHTMAN et al, 1987; FERNANDEZ et al, 1985; CULLER et 

al.,1986) 

Pesquisas recentes realizadas no laboratório de Endocrinologia e Metabolismo do Instituto 

de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais mostraram que a Ang-(1-7)  

está presente em ovário de rata e que sua concentração varia durante o ciclo estral, sendo as 

concentrações mais altas observadas no proestro e estro(COSTA et al., 2003). Verificou-se 

também  aumento da produção de estradiol e progesterona em ovários de coelhas perfundidos 

com Ang-(1-7) (VIANA, 2005). Ang-(1-7) também aumentouu a taza de ovulação em ovários 

coelhas perfundidas in vitro (VIANA , 2005).  
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AANNGGIIOOTTEENNSSIINNOOGGÊÊNNIIOO 
 

ESTRUTURA DE ALGUNS  PEPTÍDEOS DO SRA 

 

Angiotensinogênio 

NH2 – asp – arg – val – tir – ile – his – pro – fen – his – leu –val – ile – his – ser  -  R 

Ang I-  NH2 – asp- arg – val – tir – ile – his – pro – fen – his- leu – COOH 

Ang-(1-9) - NH2 – asp – arg – val – tir – ile – his – pro – fen – his – COOH 

Ang II -  NH2 – asp – arg – val – tir – ile – his – pro – fen – COOH 

Ang-(1-7) - NH2 – asp – arg – val – tir – ile his – pro – COOH 

Ang III - NH2 – arg- val – tir – ile – his – pro – fen – COOH 

Figura 2.  Processo de formação e metabolismo das angiotensinas (Adaptado de 

COSTA, 2000). 
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Figura 1. Sistema Renina-Angiotensina e seus receptores (Adaptado de BURREL et al.,  2004) 
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1.1 Esteroidogênese Testicular 

 

Os testículos dos mamíferos têm duas funções: a produção de andrógenos e de 

espermatozóides. Os testículos são organizados em dois compartimentos: o compartimento 

tubular, composto por células germinativas, células mióides, e células de Sertoli, e o 

compartimento intersticial, formado por células de Leydig, fibras de tecido conjuntivo, além de 

nervos, vasos sanguíneos e linfáticos (SETCHELL, 1991). Pesquisas têm mostrado as inter-

relações entre células de Sertoli e Leydig. Embora as células sejam separadas pela membrana 

basal, pelas células mióides e pelo espaço intersticial, a comunicação pode ocorrer através da 

secreção de fatores protéicos produzidos pelas células de Sertoli que agem de modo parácrino 

sobre as células de Leydig, podendo esses fatores interferire de modo negativo ou positivo na 

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

 A produção de andrógeno começa no período fetal, quando é essencial para diferenciação 

sexual, sob o estímulo de hCG ( Gonadotrofina Coriônica Humana). Na puberdade inicia-se a 

síntese de andrógeno dependente de LH (Hormônio Luteinizante), que é responsável pelo 

aparecimento de características sexuais secundárias, manutenção da espermatogênese e pelo 

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

As células de Leydig são responsáveis pela produção de andrógenos, e são elas que estão 

em maior quantidade no espaço intersticial. Sendo uma célula produtora de andrógeno, tem como 

características citoplasmáticas, grande quantidade de retículo endoplasmático liso e mitocôndrias, 

onde fica alojado o receptor para acoplar moléculas necessárias para esteroidogênese (TEERDS, 

1988). 
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 A testosterona é o principal  andrógeno secretado pela célula de Leydig a testosterona é a 

principal. No caso do homem 95% da testosterona plasmática é de origem testicular. No grupo de 

hormônios androgênicos,  também existe a diidrotestosterona (DHT) que é formada pela ação da 

enzima 5α-redutase sobre a testosterona.  A DHT utiliza o mesmo receptor da testosterona, sendo 

2,5 vezes mais potente. A formação desses hormônios está sob controle da via eixo hipotálamo-

hipófise-gônadas, onde o GnRH hipotalâmico agindo sobre a hipófise  provoca a liberação de 

LH, que age diretamente sob os receptores específicos das células de Leydig. Os andrógenos são 

primariamente derivados do depósito de colesterol existente nas gotas lipídicas do citoplasma das 

células de Leydig, outra fonte do precursor é o colesterol plasmático. No rato o colesterol 

plasmático contribui com 40% do total necessário para síntese dos andrógenos (MORRIS, 

CHAIKOFF, 1959; HALL, 1963; FREEMAN, ROMMERTS, 1996; GONZÁLES et al., 2002). 

As células de Leydig contém receptores para colesterol que reconhecem ambos, HDL 

(Lipoproteínas de alta densidade) e LDL (Lipoproteínas de baixa densidade) sendo que utilizado 

preferencialmente no rato HDL (CHEN et al, 1980). Nos mamíferos o passo inicial na biossíntese 

de andrógenos é a conversão do colesterol em pregnolona. Essa reação ocorre na membrana 

interna da mitocôndria pela ação da enzima citocromo P450scc que realiza a clivagem da cadeia 

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

Os estímulos dos esteróides nas células de Leydig são realizados de duas formas: primeira 

é a forma aguda que utiliza a síntese de proteína que está relacionado ao transporte de colesterol 

até a membrana mitocôndria; segunda é a forma crônica que participa do crescimento celular e  

manuntenção de enzimas esteroidogênicas (HALL, 1994). 

As células de Leydig têm em sua superfície receptores para LH, que estão acoplados a 

enzima adenilato-ciclase e quando estimulados, esses receptores promovem o aumento nos níveis 
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de AMPcíclico intracelular, que parece funcionar como sinalizador para aumentar os níveis de 

P450scc (MARSH, 1976). Algumas evidências têm mostrado que o  estímulo dos receptores de 

LH age sobre a síntese de proteínas que estão envolvidas na regulação da esteroidogênese nas 

fases inicias da biossíntese: a SCP2 (Steroid Carrier Protein 2) que  participa do transporte do 

colesterol livre no citoplasma até o membrana externa da mitocôndria, e StAR (Steroidogenic 

Acute Regulatory protein), que é  responsável pelo transporte do colesterol da membrana externa 

para membrana interna da mitocôndria, um papel limitante para regulação aguda da 

esteroidogênese. A StAR participa do transporte do colesterol no meio aquoso entre duas 

membranas das mitocôndrias, aumentando o substrato para esta organela ( STOCCO, 1996).  

 Para ocorrer a produção de esteróides, o LH age nos seus receptores que estimulando a 

formação do segundo mensageiro AMP cíclico, que aumenta os níveis de P450scc através de 

transcrição gênica; ou de forma aguda através da síntese de StAR, que é independente da 

formação de um novo mRNA (CLARK et al., 1994; MILLER, STRAUSS, 1999). Depois de 

processada a formação de testosterona, esta se difunde para a superfície celular e posteriormente 

é liberada no espaço extracelular circundante, de onde é captada pela circulação sanguínea, 

linfática ou pelos túbulos seminíferos (DEKRETSER, KERR, 1988). O sistema reprodutor 

masculino pode produzir outros esteróides como diidrotestosterona e estradiol, com funções 

fisiológicas específicas. A diidrotestosterona é formada pela ação da enzima 5α-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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Figura 3.  Vias de metabolismo do colesterol  no testículo para formação de testosterona.  

(Adaptado de VAN VOORHIS, 1999) 
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1.2 Sistema Renina Angiotensina no Sistema Reprodutor Masculino 

 

 

 

 

1.2.1 Angiotensinogênio 

 

Alguns componentes do sistema SRA já foram identificados no testículo, como o, 

angiotensinogênio, ECA e renina. As concentrações de mRNA para angiotensinogênio nos 

testículos é baixa em ratos e alta em camundongos (SPETH, DAUBERT, GROVE, 1999). O 

angiotensinogênio foi também encontrado nas células do epidídimo, sugerindo a formação 

intracelular de Ang I (CUSHMAN; CHEUNG,1971). Foi também observado em ratos, que as 

maiores concentrações de Ang I e Ang II encontram-se no líquido seminal (WONG; UCHENDU, 

1991). 

1.2.2 Renina 

A presença da renina e do seu mRNA foram relatadas nas células de Leydig dos testículos 

de ratos e camundongos  (PANDEY, INAGAMI, 1984; 1986; DESCHEPPE et al., 1986). A 

renina é um peptídeo que inicia sua atividade na puberdade e mostra ter uma correlação direta 

com os níveis plasmáticos de gonadotrofinas (PARMENTIER et al., 1983). A expressão da 

renina também foi demonstrada no epidídimo (WONG; UCHENDU, 1991), onde é  secretada de 

forma  andrógeno 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 pós-meióticas e nos espermatozóides (SPETH et al, 1999). Pesquisas 

recentes identificaram em mamíferos uma enzima análoga à ECA, também chamada de 

homólogo humano da ECA e conhecida como ECA2. A atividade dessa metaloenzima foi 

também descrita no coração (ZISMAN et al, 2003) rins (CHAPPELL et al, 2001) e células 

germinativas testiculares (HARMER, 2002; ALENINA et al, 2002), e tem relação com a 

produção de angiotensina-(1-7). 

Pesquisas feitas no sistema reprodutor, mais especificamente no epidídimo de ratos, 

demonstraram altas concentrações de ECA ativa se comparada a outros órgãos (CUSHMAN; 

CHEUG, 1971). A concentração de ECA  também aumentou após a puberdade e sofre um 

aumento transitório durante períodos de estímulos sexuais em ratos, podendo estar relacionada 

positivamente com a produção de esperma (HOHLBREGGER et al, 1982). 

Tópico de ANGII 

1.2.4 Receptores para Ang II 

 

Alguns trabalhos verificaram a  expressão do mRNA para receptor AT1 e AT2 em 

testículos 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 presença de seus dois 

subtipos AT1a e AT1b (KITAMI et al, 1992). As pesquisas sugerem que a estimulação do 

receptor AT1 nas células de Leydig inibe a capacidade das gonodotrofinas de estimularem a 
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produção de testosterona e o mecanismo seria a inibição da via do AMP cíclico (KHANUM, 

DUFAU, 1988). 

 A presença dos receptores para Ang II foi verificada também no epidídimo de rato e suas 

concentrações podem variar conforme a faixa etária (LEUNG et al, 1997).  

1.2.5 Ang-(1-7) e Recetor MAS 

A localização e distribuição do RNAm para o protooncogene MAS foi estudado por 

hibridização com probes de cRNA marcado, em cérebro de rato e foi observada sua presença em 

várias áreas cerebrais (BUNNEMANN et al, 1990). A expressão do proto-ocogene MAS foi 

também descrita em testículos de ratos (METZER et al, 1995).  O proto-oncogenese MAS tem 

sua expressão em camundongos somente a partir dos 18 dias de idade e aumenta até o sexto mês 

(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 localização do receptor MAS foi também determinada por  imuno-histoquímica  em 

ovários de ratas nas várias fases do ciclo estral (PEREIRA et al, 2004). Em testículos de 

camundongos e ratos, o MAS só apareceu várias semanas após o 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 observação de que um grupo camundongos knockout para receptor MAS não teve 

alterações na saúde e fertilidade (WALTHER et al,1998), o fato de o receptor MAS se apresentar 

no testículo na fase da puberdade, estar presente em maior quantidade nas células de Leydig, 

responsáveis pela produção de testosterona, que começa sua produção no início da puberdade, 



 13 

leva-nos a suspeitar de que esse receptor e o peptídeo Ang-(1-7) podem ter uma participação na 

produção de testosterona e na  reprodução.  

 Pesquisas preliminares realizadas para verificar o efeito do Ang-(1-7) sobre 

esteriodogênese testicular, utilizaram como modelo o sistema de perfusão do órgão isolado ou 

sistema de incubação com o peptídeo. No modelo de perfusão com testículos de ratos, foi 

observado aumento da testosterona no perfusato (VIANA et al, 2003), enquanto que no modelo 

de incubação de testículos humanos, a Ang-(1-7) diminuiu da produção de testosterona (REIS, 

2006).  Apesar dos resultados in vitro, não foi ainda verificado o efeito desse peptídeo sistêmico 

na esteriodogênese, exposto à interferência do metabolismo do organismo. Para essa verificação, 

o peptídeo foi incluído no polissacarídeo ciclodextrina que tem a capacidade de acoplar-se à Ang-

(1-7), tornando essa molécula protegida das enzimas digestivas, podendo ser administrada via 

oral. Assim, tornou-se possível verificar o seu efeito nos órgãos reprodutores, a partir do plasma.  

 

2. OBJETIVOS 

 

2.2 Objetivo geral 

Verificar a expressão da Ang-(1-7) no testículo de camundongos e seu efeito sobre a 

esteroidogênese.  

 

 

 

2.3 Objetivos específicos 

 Verificar a expressão e localização da Ang-(1-7) no testículo de camundongos através de 

imuno-histoquímica; 

 Verificar o efeito da Ang-(1-7) via oral sobre os níveis de testosterona plasmática; 
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 Avaliar o efeito tratamento oral da Ang-(1-7) na síntese de testosterona em testículos 

incubados in vitro, e sobre o peso corporal e pesos da próstata, da vesícula seminal e do 

tecido adiposo epididimal. 
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RESUMO 20 

 21 

A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um membro biologicamente ativo do sistema renina-22 

angiotensina e trabalhos recentes mostram sua participação na fisiologia reprodutiva. O objetivo 23 

do presente estudo foi verificar a presença da Ang-(1-7) em testículo de camundongos e seu 24 
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efeito sobre a esteroidogênese após administração oral. Oito camundongos/grupo foram tratados 25 

diariamente por gavagem, durante 14 dias com água, com ciclodextrina, Ang-(1-7) acoplada à 26 

ciclodextrina, e com seu antagonista A779 acompanhado ou não com Ang-(1-7). Após 27 

tratamento, os animais foram sacrificados, o plasma coletado para dosagem de testosterona por 28 

RIE, e os testículos incubados em meio de cultivo por 4 h. Foram também determinados os pesos 29 

da próstata, vesículas seminais, tecido adiposo epididimal e peso corporal. Testículos de 30 

camundongos não tratados foram processados para imunohistoquímica pelo método da avidina-31 

biotina-peroxidase, observando a presença da Ang-(1-7) nas células de Leydig e em algumas 32 

células germinativas. As dosagens de testosterona no plasma e no meio de incubação mostraram 33 

grande variabilidade, indicando que esse modelo não é adequado para avaliação dos efeitos da 34 

Ang-(1-7) sobre a esteroidogênese. Os pesos dos testículos, vesículas seminais, próstata e peso 35 

corporal não apresentaram diferença significativa. O tecido adiposo epididimal aumentou após 36 

tratamento com Ang-(1-7) e diminui com A779, sugerindo a participação desse peptídeo na 37 

fisiologia do tecido adiposo.  38 

Palavras-chave: sistema renina-angiotensina,  Angiotensina-(1-7),  testículo .  39 

 40 

ABSTRACT  41 

 42 

 43 

Some components of the rennin-angiotensin system (RAS) have been reported in the 44 

reproductive system. Studies have been shown the presence of Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], an 45 

important biologically active component of the SRA, and its receptor MAS, in Leydig cells. 46 

Therefore the aim of the present study was to verify the presence and localization of Ang-(1-7) in 47 

mice testes, and its effect on sterodogenesis after oral treatment. Eight mouse/group were daily 48 



 17 

submitted to oral treatment by gavage, once to day, during 14 days according to the following 49 

treatments: water, ciclodextrine (61µg/Kg), Ang-(1-7) (100 µg/kg) coupled to ciclodextrin, A779 50 

(100 µg/kg) and Ang-(1-7) with A779. After the treatments, the animals were sacrificed, the 51 

blood was collected for testosterone dosage and the testes were removed and incubate in vitro. 52 

Body weight, prostate, seminal vesicle and epididimal adipose tissue weights were measured for 53 

each mice. Testes from untreated mice were submitted to immunohistochemistry by avidine-54 

biotine-peroxide method, showing Ang-(1-7) presence in Leydig cells and some germ cells. 55 

Testosterone levels in plasma and in medium after incubation showed a great variation. No 56 

significant difference in body weight and testes, seminal vesicles and prostate weights was 57 

observed. Epididimal adipose tissue weight increased after Ang-(1-7) treatment and decreased 58 

after A-779 treatment. In conclusion, the testes incubation in vitro were not appropriated to 59 

evaluate the steroidogenic effect of oral Ang-(1-7) treatment, Ang-(1-7) is present in the testes, 60 

specifically in the cells of Leydig, and oral Ang-(1-7) treatment might alter the adipose tissue 61 

weight. 62 

 63 

 64 

Keywords: renin-angiotensin system, angiotensin-(1-7), Testis. 65 

 66 

 67 

 68 

 69 

 70 

 71 

 72 
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3. INTRODUÇÃO 73 

 74 

O sistema renina-angiotensina (SRA) clássico é bem conhecido por seu papel como 75 

regulador da homeostase hidroeletrolítica e da pressão arterial (SANTOS et al, 2000a; SANTOS 76 

et al, 2000b). A influência do SRA sobre as funções orgânicas envolve múltiplos mediadores, 77 

receptores e mecanismos de sinalização intracelular (ARDAILLOU, 1999; SANTOS et al., 78 

2000b; KIM & IWAO, 2001). Os principais componentes do SRA são: angiotensinogênio, 79 

renina, angiotensina I (Ang I), enzima conversora de angiotensina (ECA) e angiotensina II (Ang 80 

II). A renina é a enzima responsável pela quebra do angiotensinogênio, formando a Ang I, 81 

enquanto a ECA cliva dois aminoácidos carboxi-terminais da Ang I formando o octapeptídeo 82 

Ang II, o principal peptídeo biologicamente ativo do SRA. A Ang II atua sobre os receptores AT1 83 

e AT2, que são responsáveis pelos seus efeitos. Outros peptídeos do SRA são a angiotensina III, 84 

angiotensina IV, angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], angiotensina-(1-5), enzima conversora de 85 

angiotensina 2 (ECA2) e  a Ang-(1-7) (ROKS et al, 1999; DONOGHUE et al., 2000; BURRELL 86 

et al., 2004). A Ang-(1-7) atua sobre receptor MAS, que faz parte da família de receptores com 87 

sete domínios transmembranas acoplados à proteína G, assim como os receptores de Ang II 88 

(SANTOS et al, 2003). 89 

Nos últimos anos, têm sido apresentadas inúmeras funções para a Ang-(1-7), que foi 90 

primeiramente identificada em cérebro de ratos (BLOCK et al., 1988) e verificada como um 91 

fragmento biologicamente ativo da Ang II (SANTOS et al., 1988). A Ang-(1-7) é formada a 92 

partir da clivagem de um aminoácido carboxi-terminal da Ang II pela prolil-endopeptidase (PEP) 93 

ou pela endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-carboxipeptidase (PCP). A Ang-(1-7) pode também 94 

ser formada por via independente de ECA, onde a Ang I é clivada em Ang-(1-9) pela ECA2, que 95 
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por sua vez pode ser clivado pela NEP ou ECA. Em outra via independente de ECA, a Ang-(1-7) 96 

pode ser formado diretamente da Ang I pela ação da PEP ou NEP (BURREL et al., 2004). 97 

Componentes do SRA já foram demonstrados em vários tecidos e órgãos tais como 98 

coração, cérebro, rins, tecido adiposo e pâncreas, desempenhando, provavelmente, papéis 99 

parácrinos e/ou autócrinos (LAVOIE,  SIGMUND, 2003; PAUL et al., 2006). Os componentes 100 

do SRA também já foram descritos no trato reprodutor feminino e masculino, indicando a 101 

participação desse sistema em processos fisiológicos tais como, desenvolvimento folicular, 102 

maturação ovocitária, atresia, esteroidogênese e gametogênese (KHANUM, DUFAU, 1988; 103 

SPETH et al., 1999;YOSHIMURA, 1997; PAUL et al., 2006).  104 

Dados recentes têm destacado a participação da Ang-(1-7) como um dos peptídeos 105 

biologicamente ativo do SRA no trato reprodutor. Resultados pioneiros com esse peptídeo 106 

mostraram que a Ang-(1-7) está presente em ovário de rata, com concentrações mais altas no 107 

proestro e estro, e que o tratamento de ovários de ratas perfundidos in vitro com Ang-(1-7) 108 

aumenta a esteroidogênese (COSTA et al., 2003). Já em ovários de coelhas perfundidos in vitro 109 

apresentaram diminuição na taxa ovulatória estimulada por hCG após tratamento com A779, um 110 

antagonista específico da Ang-(1-7) (VIANA, 2005). A expressão do receptor MAS foi 111 

observada em testículos de ratos (METZER et al, 1995) e em ovários de ratas nas várias fases do 112 

ciclo estral (PEREIRA, 2004). Em testículos de camundongo, a expressão do receptor MAS 113 

ocorreu somente a partir dos 18 dias de idade, aumentando até o sexto mês, sendo expresso nas 114 

células de Leydig e Sertoli (ALENINA et al., 2002). Camundongos knockout para receptor MAS 115 

apesar de não apresentarem alterações na saúde (WALTHER et al,1998), mostraram uma 116 

diminuição na produção espermática diária sem comprometimento significativo da fertilidade 117 

(PINHEIRO, 2004). A expressão gênica testicular nesses mesmos animais também estava 118 
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alterada, sendo observada diminuição na expressão de RNAm da StAR (Steroid Acute Regulatory 119 

Protein) e 3β-HSD1 (3β-hydroxysteroid dehydrogenase 1) e aumento da 3β-HSD6 (XU et al., 120 

2007). A StAR é a proteína responsável pelo transporte do colesterol da membrana externa para a 121 

membrana interna da mitocôndria, local onde ocorre a clivagem da cadeia lateral do colesterol 122 

pela citrocromo P450scc, enquanto as 3β-HSD6 são enzimas chaves para a síntese de testosterona 123 

pelas células de Leydig (BAKER et al., 1999). Com isso, esses trabalhos indicam a possível 124 

participação da Ang-(1-7) na produção de testosterona e na fisiologia reprodutiva dos machos.  125 

Pesquisas realizadas para verificar o efeito de diversas substâncias sobre a 126 

esteroidogênese testicular utilizam como modelo o sistema de perfusão do órgão isolado ou 127 

sistema de incubação com a substância em estudo. No modelo de perfusão com testículos de 128 

ratos, foi observado que o tratamento com Ang-(1-7) aumentou a testosterona no perfusato 129 

(VIANA et al, 2003), enquanto que no modelo de incubação de testículos humanos, a Ang-(1-7) 130 

diminuiu da produção de testosterona (REIS, 2006). Apesar desses resultados indicarem a 131 

participação da Ang-(1-7) na esteroidogênese testicular in vitro, não foram realizados 132 

experimentos para averiguar o efeito sistêmico desse peptídeo sobre a esteroidogênese. Para essa 133 

verificação, a Ang-(1-7) foi incluída no polissacarídeo ciclodextrina, tornando-a protegida de 134 

enzimas digestivas, além de permitir sua administração por via oral (LULA et al., 2007). Assim, 135 

é possível verificar o efeito sistêmico da Ang-(1-7) em diferentes tecidos. Com isso, o presente 136 

estudo teve o objetivo de verificar a presença e localização da Ang-(1-7) em testículo de 137 

camundongos e o efeito desse peptídeo, após administração oral, sobre a esteroidogênese 138 

testicular e sobre o peso de tecidos que estão sob influência de esteróides sexuais. 139 

 140 

 141 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 142 

 143 

4.1 Animais  144 

Foram utilizados camundongos machos C57 Black 6, pesando 28-35 g, com 4 meses de 145 

idade, criados no Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo 146 

Horizonte, MG, Brasil, de acordo com as normas  Internacionais para manuseio Animais. Foram 147 

mantidos 5-8 animais por caixa, com ciclo 14h claro: 10h escuro, temperatura 23  3ºC, ração e 148 

água ad libidum. 149 

 150 

4.2 Protocolo Experimental  151 

Para averiguar os efeitos da Ang-(1-7) sobre a síntese de testosterona em testículos de 152 

camundongos incubados in vitro, oito animais/grupo receberam diariamente por gavagem, uma 153 

vez ao dia, durante 14 dias, os seguintes tratamentos: água, ciclodextrina (61 μg/Kg), Ang-(1-7) 154 

(100 µg/kg), A-779 (100 µg/kg), e Ang-(1-7)  A-779 (100 µg/kg). Tanto a Ang-(1-7) quanto o A-155 

779 foram acoplados à ciclodextrina, visando sua proteção contra degradação enzimática. Após o 156 

último dia de tratamento, os animais foram anestesiados com tiopental sódico 30 mg/Kg 157 

(Tiopental, Cristália-Brasil), os testículos foram retirados e mantidos, sob refrigeração, no meio 158 

de incubação, composto de Meio 199 (Sigma) com sais de Earle e L-glutamina (Sigma Chemical 159 

Co, USA), suplementado com 1% de albumina sérica bovina (BSA) e Hepes (0,4mg/mL),  pH 160 

7,4.  161 

Em seguida, todos testículos foram cortados para exposição do parênquima e incubados 162 

separadamente em 2 mL do meio descrito acima, à 35ºC e atmosfera de 95% O2 e 5 % de CO2
, 

163 

durante quatro horas. Após uma e quatro horas de incubação, foram coletados 100µl de meio para 164 
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dosagem de testosterona, sendo reposto o mesmo volume de meio. O meio coletado foi 165 

imediatamente congelado e mantido à -20ºC para posterior dosagem hormonal por 166 

radiomunoensaio. 167 

Para averiguar os efeitos da Ang-(1-7) sobre os níveis de testosterona plasmática, o 168 

sangue de cada animal foi coletado em tubos heparinizados e centrifugado à 4°C com 2.500 rpm, 169 

durante 15 minutos. O plasma foi separado e congelado -20ºC para posterior dosagem hormonal. 170 

Foram mensurados também o peso corporal, e os pesos da próstata, da vesícula seminal e do 171 

tecido adiposo epididimal. Os valores dos pesos foram corrigidos para cada 10 g de peso 172 

corporal. 173 

 174 

4.3 Preparo de tecidos para imunohistoquímica 175 

Quatro animais não submetidos aos tratamentos descritos anteriormente foram receberam 176 

injeção intraperitoneal de sulfato de heparina (500 UI/animal) (Liquemine – Roche-Brasil) e 177 

posteriormente anestesiados conforme descrito no experimento anterior. Foi realizada a 178 

laparotomia e toracotomia, e procedida a perfusão dos órgãos através do ventrículo esquerdo com 179 

tampão fosfatasalina (PBS) 0,05M, até a clarificação total dos rins e do fígado. Logo após, os 180 

animais foram perfundidos com inibidores de peptidases (fenil-metilosulfonil fluoreto 10
-5

M, 181 

Pepstatina-A 0,5 x 10
-5

M e EDTA a 10
-5

M, todos adquiridos da Sigma-Aldrich Corp., USA) em 182 

ácido acético 0,1M, seguido de perfusão com paraformaldeído 4% em tampão fosfato a 0,2M, pH 183 

7,4. Os testículos foram mantidos na solução de paraformaldeído à 4ºC por 48h, incluídos em 184 

parafina, seccionados com 4μm e os cortes montados em lâminas gelatinizadas. 185 

 186 

 187 
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 188 

4.4 Imuno-histoquímica 189 

A imuno-histoquímica foi realizada pelo método da avidina-biotina peroxidase com o Kit 190 

Vectastain Universal (Vector laboratories, EUA). Os cortes foram desparafinizados com xilol e 191 

reidratados em uma seqüência gradual de álcoois, até água destilada. O bloqueio de peroxidase 192 

endógena foi realizado com H2O2 1% em metanol durante 30 minutos, seguido pelo bloqueio de 193 

sítios inespecíficos com soro normal de cavalo 4% durante 30 min, ambos à temperatura 194 

ambiente. Os cortes foram incubados com anticorpo policlonal de coelho Anti-Ang-(1-7) 195 

(1:2000), durante aproximadamente 16-18 h à 4ºC. Em seguida, foi realizada incubação durante 196 

30 min com anticorpo secundário biotinilado anti-IgG Universal (1:200) produzido em cavalo, e 197 

incubação com complexo avidina-biotina peroxidase durante 1 hora, ambas à temperatura 198 

ambiente. A visualização da marcação foi realizada com 3,3´-diaminobenzidina (DAB, Sigma-199 

Aldrich Corp., USA) em PBS 0,05M contendo 1% de H2O2 e contra-coloração com hematoxilina. 200 

Os controles negativos foram realizados abstendo-se do anticorpo primário durante todo o 201 

processo. Os cortes foram desidratados, clarificados em xilol e montados com Entelan. 202 

 203 

4.5 Radioimunoensaio 204 

 As amostras de plasma e do meio de incubação foram submetidas à dosagem de 205 

testosterona por radioimunoensaio com o kit comercial Testosterone Maiar (Adaltis Itália S.p.A), 206 

de acordo com o fabricante. 207 

 208 

 209 

 210 
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 211 

4.6 Análise estatística 212 

Os dados foram representados como média ± erro-padrão da média, sendo submetidos ao 213 

teste de normalidade de Duncan, seguidos da análise de variância (ANOVA) e teste de Student-214 

Newman-Keuls, todos com nível de significância p  0,05. 215 

 216 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 217 

 218 

5.1 Efeito da Ang-(-1-7) sobre a liberação de testosterona 219 

Os resultados da incubação in vitro de testículos de camundongos, previamente tratados 220 

por gavagem, durante 14 dias com água, ciclodextrina, Ang-(1-7) e/ou A-779 mostraram que a 221 

Ang-(1-7) não influenciou significativamente a concentração de testosterona no líquido de 222 

incubação, como mostram as Figuras 1 e 2. Observa-se através dos erros-padrão que os dados 223 

dentro dos mesmos grupos são bastante variáveis. Por isso, apesar de alguns grupos apresentarem 224 

médias elevadas, não houve diferença significativa entre os mesmos. Provavelmente, o modelo 225 

experimental utilizado não seja adequado para investigação proposta. Sugere-se, portanto, a 226 

utilização do modelo de perfusão in vitro para futuras investigações. 227 

Os dados da dosagem de testosterona plasmática também apresentaram um alto nível de 228 

variabilidade, não sendo observada diferença significativa entre os grupos (Fig. 3). Uma possível 229 

explicação para esse fato, é a secreção pulsátil de testosterona, assim como a variação circadiana. 230 

Além disso, é importante ressaltar que os animais de cada grupo foram mantidos numa mesma 231 

caixa e que é comum entre os roedores o estabelecimento de dominância social entre machos, 232 

fazendo com que os animais dominantes apresentem maior concentração de testosterona 233 
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plasmática (RUIZ-DE-LA-TORR, MANTECA, 1999; HARDY et al., 2002) e conseqüentemente 234 

maior variabilidade dentro de um mesmo grupo. Uma alternativa para avaliar o efeito de diversas 235 

substâncias sobre a esteroidogênese de camundongos machos seria mantê-los em caixas 236 

separadas durante o tratamento. 237 

  238 

Uma hora de incubação

Água CD Ang 1-7 Ang1-7 + A779 A779
0

1

2

3

T
e
s
to

s
te

ro
n

a
/ 

n
g

/m
l

  239 

Figura 1. Concentração de testosterona no meio com testículos de camundongos submetidos a 240 

diferentes tratamentos via oral (n = 8/grupo) após 1 h de cultivo. Tratamentos: Água, 241 

Ciclodextrina (CD), Ang-(1-7),  Ang-(1-7) + A779 e A779. 242 

 243 



 26 

Quatro horas de incubação
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Figura 2. Concentração de testosterona no meio com testículos de camundongos submetidos a 245 

diferentes tratamentos via oral (n = 8/grupo) após 4 h de cultivo. Tratamentos: Água, 246 

Ciclodextrina (CD), Ang-(1-7),  Ang-(1-7) + A779 e A779. 247 
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Figura 3. Concentração de testosterona plasmática de camundongos submetidos a diferentes 249 

tratamentos via oral (n = 8/grupo). Tratamentos: Água, Ciclodextrina (CD), Ang-(1-7),  Ang-(1-250 

7) + A779 e A779. 251 

 252 
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5.2 Resposta dos tecidos aos diferentes tratamentos 253 

Quando foram comparados os tratamentos em relação aos pesos dos testículo, vesículas 254 

seminais,  próstata e ainda ao peso corporal (PC), não foi observado diferença estatisticamente 255 

significativa. (Tabela . I), demonstrando que a Ang-(1-7), assim como o antagonista A-779 não 256 

alteram o peso desses órgãos nem o peso corporal.  Porém, quando se compara o peso do tecido 257 

adiposo epididimal entre os grupos, observa-se que o grupo tratado com Ang-(1-7) apresentou 258 

peso significativamente superior ao do grupo que recebeu  Ang-(1-7) associado ao antagonista A-259 

779. Conclui-se então que a adição do antagonista reduziu o peso do tecido adiposo epididimal. 260 

De modo semelhante, o grupo tratado apenas com o antagonista teve redução do tecido adiposo 261 

epididimal em relação ao grupo tratado com Ang-(1-7).  Isso mostra que a Ang-(1-7) tende a 262 

aumentar o peso do tecido adiposo epididimal, visto que  quando o A-779 ao bloquear o efeito da 263 

Ang-(1-7) exógena e também da endógena provoca uma redução significativa do peso da gordura 264 

epididimal.  265 

 266 

 267 

Tabela I: Média  erro-padrão do peso corporal (PC) e pesos dos testículos (T), tecido adiposo 268 

epididimal (TA), próstata (P) e vesícula seminal (VS) após diferentes tratamentos por gavagem 269 

durante 14 dias consecutivos. Os pesos dos tecidos foram corrigidos por 10g  270 

Tratamentos PC T TA P VS 

água 30,6  0,4a 73,5  
1.3a 

83,4  7,4a 6,5  
0,4a 

54,5  4,6a 

Ciclodextrina 31,3  1,1a 70,5  
2.1a 

87,5  9,4a 6,1  
0,7a 

54,9  4,3a 

Ang-(1-7) 30,7  0,6a 71,6  
1.5a 

107,2  14,4 
ab 

5,8  
0,7a 

57,6  4,3a 

Ang + A779 31,7  0,4a 72,6  
2.4a 

68,6  5,1ac 5,9  
0,5a 

58,6  2,3a 

A779(100 ug) 32,0  0,4a 70,3  
1,8a 

65,5  9,1ac 5,5  
0,2a 

56,0  1,1a 

Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) entre as médias dos diferentes 271 

tratamentos. 272 

 273 
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Figura 4. Peso do tecido adiposo de camundongos (n=8) submetidos a diferentes tratamentos via 277 

oral. letras: diferença significativa entre os grupos (p<0,05). 278 

Diferentes componentes do SRA já foram descritos no tecido adiposo (ENGELI et al., 279 

2003). O angiotensinogênio, precursor dos peptídeos do SRA, tem sua expressão aumentada 280 

durante a diferenciação do tecido adiposo (STRAZZULLO, GALLETTI, 2004; SCHLING et al., 281 

1999). Em humanos, a expressão do angiotensinogênio é maior no tecido adiposo visceral do que 282 

no subcutâneo (DUSSERRE et al., 2000; GIACCHETTI et al., 2002), havendo também um 283 

aumento de sua expressão em obesos (GIACCHETTI et al., 2002; RANKINEN et al,1999). 284 

Portanto, existe uma íntima relação entre o SRA e tecido adiposo. Outro ponto importante para 285 

ressaltar é que o tecido adiposo epididimal, que apresentou resposta aos diferentes tratamentos do 286 

presente estudo, é um tipo de tecido adiposo visceral, onde é encontrado maior número de 287 

receptores para Ang II (FALOIA et al., 2002).  288 

  A prostaglandina I2 (prostaciclina) é considerada um poderoso agente adipogênico 289 

autócrino (NEGREL, 1999) e já foi demonstrado que a Angiotensina II estimula a produção de 290 

prostaglandina I2 in vivo e in vitro em ratos (DARIMONT et al, 1994a; DARIMONT et al., 291 

a a 

ab 

ac ac 
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1994b) e em camundongos, porém nestes não ficou claro se através do receptor AT1 ou AT2 292 

(JONES et al., 1997; DARIMONT et al, 1994a; DARIMONT et al., 1994b). Também foi 293 

demonstrado que a Ang-(1-7) estimula a liberação de prostaglandinas em vaso deferente isolado 294 

de coelho (TRACHTE et al, 1990). Resultados também sugerem que a Ang-(1-7) produz efeitos 295 

vasculares em coração isolado através da interação do seu receptor Mas com os receptores AT1 e 296 

AT2, culminando na liberação de prostaglandinas e óxido nítrico (CASTRO et al, 2005). Com 297 

isso, os resultados relatados em outros trabalhos e os dados obtidos no presente estudo sugerem 298 

que Ang-(1-7) aumente o tecido adiposo epididimal atuando diretamente em seu receptor, ou 299 

através da interação entre os receptores de Ang II (AT1 e AT2) com o receptor MAS. O presente 300 

estudo abre mais um campo de pesquisa já que mais estudos serão necessários para elucidar os 301 

mecanismos de ação da Ang-(1-7) sobre o tecido adiposo, e sua possível relação com a síndromes 302 

metabólicas. 303 

 304 

 305 

 306 

 307 

 308 

 309 

 310 

 311 

 312 

 313 

 314 
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5.3 Imunohistoquímica 315 

 Através da imunohistoquímica, foi possível caracterizar a presença da Ang-(1-7) em 316 

testículos de camundongos adultos (Fig. 5). A marcação positiva para Ang-(1-7) pode ser 317 

visualizada nas células de Leydig e pontualmente em algumas células germinativas. Não foi 318 

visualizada marcação em células Sertoli, bem como em outras regiões do testículo. O controle 319 

negativo apresenta ausência de marcação. 320 

 321 

 322 

 323 

 324 

 325 
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 328 

 329 
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 331 

 332 

 333 

 334 

 335 

Estudos anteriores mostraram a presença de do receptor MAS nas células de Leydig e 336 

Sertoli de camundongo (ALENINA et al, 2002; PINHEIRO, 2004), corroborando com os dados 337 
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obtidos no presente estudo. A Ang-(1-7) é possivelmente sintetizada pelo próprio testículo, já que 338 

o mesmo expressa mRNA para angiotensinogênio (DZAU et al, 1987) 339 

 É importante ressaltar que foi observada imunolocalização para ang-(1-7) em algumas 340 

células em túbulos seminíferos, sugerindo a participação desse peptídeo na espermatogênese. O 341 

receptor MAS também foi identificado por imunohistoquímica fluorescente em células dos 342 

túbulos seminíferos de camundongo (PINHEIRO, 2004) e em todas as células da linhagem 343 

germinativa de testículos humanos, incluindo espermatozóides (REIS, 2006). 344 

Em síntese, as dosagens de testosterona no plasma e meio de incubação apresentaram uma 345 

grande variabilidade, não permitindo concluir sobre o efeito do tratamento oral da Ang-(1-7) na 346 

síntese desse hormônio esteróide. Os pesos dos testículos, vesículas seminais e próstata não 347 

apresentaram diferença entre os diferentes tratamentos. Porém, o tecido adiposo epididimal do 348 

grupo tratado com Ang-(1-7) foi significativamente superior ao do grupo que recebeu o 349 

antagonista isoladamente ou Ang-(1-7) associada ao antagonista. Foi observado 350 

imunorreatividade para Ang-(1-7) nas células de Leydig e marcação em algumas células 351 

germinativas. Por se tratar de tratar de órgão perfundido até o clareamento, é provável o peptídeo 352 

tenha sido produzido localmente.  353 

Com isso, o presente estudo permite chegar as seguintes conclusões: 1) os modelos de 354 

dosagem no plasma e incubação in vitro não foram adequados para o estudo do efeito da Ang-(1-355 

7), aplicada via oral, sobre a esteroidogênese testicular; 2) O resultado do tratamento oral com 356 

Ang-(1-7) e A779 indica influência desse peptídeo sobre o peso do tecido adiposo, o que sugere 357 

sua participação na fisiologia desse tecido e abre a possibilidade de mais estudos para elucidar 358 

seus mecanismos de ação; 3) A localização da Ang-(1-7) nas células de Leydig, sugere sua 359 

participação na fisiologia testicular. 360 
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