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RESUMO 

A Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um componente importante do sistema renina-

angiotensina (SRA) especialmente por suas propriedades vasodilatadoras, anti-inflamatórias 

e antiproliferativas.  É considerada um peptídeo contrarregulador endógeno dos efeitos 

vasoconstritores e proliferativos da Angiotensina II (Ang II).  Em decorrência do papel 

fisiológico no controle da pressão arterial (PA) e equilíbrio hidroeletrolítico, bem como a 

sua participação na fisiopatologia das doenças cardiovasculares, os componentes do SRA 

tem sido alvo para o desenvolvimento de animais transgênicos.  No presente estudo, 

comparamos o fenótipo cardiovascular de ratas de uma nova linhagem transgênica, TG(A-

7)-L7371 (TG), com machos da mesma linhagem.  Essa linhagem TG expressa um gene que 

codifica uma proteína de fusão contendo a sequência de Ang-(1-7), e que está associado a 

um promotor específico, ao da proteína fibrilar acídica glial humana (hGFAP).  Para o 

estudo, foram utilizados ratos Sprague-Dawley (SD; grupo controle) e ratos TG, tanto 

machos quanto fêmeas.  A pressão arterial sistólica (PAS) foi medida de forma não invasiva 

por pletismografia de cauda.  Nas fêmeas a medida da PAS foi associada à avaliação das 

diferentes fases do ciclo estral.  A pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) 

também foram avaliadas também por medida direta através de canulação da artéria femoral 

acoplada ao sistema de registro Biopac System.  Foi avaliada a sensibilidade do controle 

barorreflexo do componente bradicárdico, através da variação reflexa de FC decorrente de 

aumento de PAM induzido por injeção endovenosa de fenilefrina.  O tônus autonômico 

cardíaco foi determinado através de bloqueio sequencial e alternado de receptores β-

adrenérgicos, com propranolol e muscarínicos, com metil-atropina.  Os níveis de 

angiotensinas circulantes foram medidos no plasma por espectrometria de massa.  Os 

resultados obtidos neste estudo mostraram que: 1) Ratos TG fêmeas, bem como TG machos 

apresentaram níveis mais baixos de PA em relação aos SD, tanto avaliado por pletismografia 



  

da cauda quanto pelo registro direto de curto prazo; 2) As fêmeas, tanto SD quanto TG, 

apresentaram níveis de PA mais baixos do que os machos de suas respectivas linhagens;  3) 

Não foram observadas diferenças significativas na PAS durante as diferentes fases do ciclo 

estral;  4) As fêmeas TG mostraram um aumento na FC em comparação com as fêmeas SD 

e machos TG;  5) As fêmeas TG apresentaram sensibilidade do controle barorreflexo da FC 

idêntica às fêmeas SD, no entanto, maior em comparação aos machos TG;  6) Tanto fêmeas 

quanto machos TG apresentaram concentração plasmática de Ang-(1-7) semelhante aos 

respectivos controles SD;  8) As fêmeas TG e SD apresentaram níveis aumentados de Ang-

(1-7) em comparação com os machos de suas respectivas linhagens;  9) As fêmeas SD 

apresentaram ainda níveis aumentados de Ang I e Ang II em relação aos machos SD.  Esses 

resultados sugerem que a superexpressão de Ang-(1-7) tecidual pode induzir efeitos 

benéficos no sistema cardiovascular, como a redução da PA.  Considerando que o 

“background” genético é de um animal normotenso, este é um resultado bastante relevante 

e torna este animal um modelo interessante para se estudar o efeito do aumento tecidual de 

longo prazo da Ang-(1-7) na fisiopatologia e tratamento de doenças cardiovasculares, 

especialmente em fêmeas.   

PALAVRAS-CHAVE: Sistema renina-angiotensina, Angiotensina-(1-7), Fêmea, Animais 

transgênicos, Fenótipo hipotensivo 

 

  



  

ABSTRACT 

Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] is an important component of the renin-angiotensin 

system (RAS) especially for its vasodilator, anti-inflammatory, and anti-proliferative 

properties.  It is considered an endogenous counterregulatory peptide of the vasoconstrictor 

and proliferative effects of Angiotensin II (Ang II). As a result of their physiological role in 

controlling blood pressure (BP) and hydroelectrolytic balance, as well as their participation 

in the pathophysiology of cardiovascular diseases, RAS components have been targets for 

the development of transgenic animals.  In the present study, we compared the 

cardiovascular phenotype of females of a new strain of transgenic rats, the TG(A-7)-L7371 

(TG), with males of same strain.  This TG express a gene that encodes a fusion protein 

containing the Ang-(1-7) sequence, and which is associated with a specific promoter, the 

human glial acidic fibrillar protein (hGFAP).  For this study, male and female Sprague-

Dawley rats (SD; control group) and TG rats were used. Systolic blood pressure (SBP) was 

measured non-invasively by tail plethysmography. In females, the SBP measurement was 

associated with the assessment of the different phases of the estrous cycle. Mean arterial 

pressure (MAP) and heart rate (HR) were also evaluated by direct measurement through 

cannulation of the femoral artery coupled to the Biopac System recording system.  The 

sensitivity of the baroreflex control for the bradycardic component was evaluated, through 

HR variations resulting from increases in MAP induced by intravenous injection of 

phenylephrine.  Cardiac autonomic tone was determined through sequential and alternating 

blockade of β-adrenergic receptors, with propranolol and muscarinics, with methyl-atropine.  

Circulating angiotensin levels were measured in plasma by mass spectrometry.  Results 

obtained in the present study showed: 1) Female and male TG rats showed lower levels of 

BP than SD, both by tail plethysmography and by direct short-term recordings; 2) Females, 

both SD and TG, had lower BP levels than males of their respective lineages; 3) No 



  

significant differences were observed in SBP during the different phases of the estrous cycle; 

4) TG females showed an increase in HR compared to SD females and TG males; 5) TG 

females showed baroreflex HR control sensitivity identical to SD females, however, higher 

compared to TG males; 6) Both TG females and males showed plasma concentrations of 

Ang-(1-7) similar to the respective SD controls; 8) TG and SD females showed increased 

levels of Ang-(1-7) compared to males of their respective strains; 9) SD females also showed 

increased levels of Ang I and Ang II compared to SD males. These results suggest that 

overexpression of tissue Ang-(1-7) can induce beneficial effects on the cardiovascular 

system, such as BP reduction. Considering that the genetic background is from a 

normotensive animal, this is a very relevant result and makes this animal an interesting 

model to study the effect of long-term tissue increase of Ang-(1-7) on the pathophysiology 

and treatment of cardiovascular disease, especially in females. 

KEYWORDS: Renin-angiotensin system, Angiotensin-(1-7), Female, Transgenic animals, 

Hypotensive phenotype 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Regulação da Pressão Arterial  

 

A função da circulação é a de suprir as necessidades dos tecidos corporais, 

desempenhando um papel crucial na distribuição de oxigênio e nutrientes essenciais, 

distribuição de hormônios, e na eliminação de produtos do metabolismo intermediário.  De 

modo geral, a função primária do sistema cardiovascular é a de manter o ambiente 

apropriado em todos os tecidos do organismo para que as células sobrevivam e funcionem 

de maneira otimizada.  Para garantir o fluxo sanguíneo, é importante que a pressão arterial 

(PA) seja mantida dentro de valores estreitos e adequados ao estado fisiológico, seja em 

repouso ou atividade.  

A regulação da PA é uma das funções fisiológicas mais complexas, que depende de 

ações integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e endócrino.  É o resultado da 

atividade de sistemas de retroalimentação que operam a curto, médio e a longo prazo 

(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; SHEPHERD; MANCIA, 1986).  Os 

principais mecanismos de controle a curto prazo são desempenhados pelos reflexos que são 

originados nos pressorreceptores arteriais (barorreflexo), quimiorreceptores (quimioreflexo) 

e nos receptores de estiramento da região cardiopulmonar.  Uma série de outros reflexos 

participam na regulação da PA em animais e indivíduos normotensos, como, por exemplo, 

os reflexos originados em metaborreceptores musculares e reflexos originados na área 

trigeminal.  No entanto, o barorreflexo é considerado o principal mecanismo de controle 

neural, por ser um sistema de controle de alto ganho e que que mantém a PA dentro de limites 

estreitos em períodos de segundos a poucos minutos.  A rapidez desse sistema regulatório é 

obtida através de uma alça de retroalimentação gatilhada por alterações da pulsatilidade 
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arterial que induz a estimulação de terminais barorreceptores, que são integrados ao nível 

bulbar e determinam alterações simultâneas na atividade do sistema nervoso simpático 

(SNS) e parassimpático (SNPS).  Assim, o barorreflexo controla a PA principalmente por 

modular o tônus simpático e o tônus parassimpático para coração e vasos.  A estimulação 

dos barorreceptores arteriais, com aumento da PA, produz redução reflexa da atividade 

simpática e aumento da atividade vagal (parassimpática), resultando em dilatação arteriolar, 

venodilatação, bradicardia e redução da contratilidade miocárdica.  A redução da PA causa 

efeitos reflexos contrários, com aumento reflexo da atividade simpática e redução da 

atividade vagal (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; SHEPHERD; MANCIA, 

1986).  

Em paralelo aos mecanismos neurais, os mecanismos humorais participam da 

manutenção da homeostasia cardiovascular atuando nos efetores diretos, coração e vasos, 

bem como ao nível renal.  Catecolaminas das adrenais, vasopressina (AVP), sistema renina-

angiotensina (SRA) e peptídeo natriurético atrial (ANP) são os principais mecanismos 

humorais envolvidos na regulação da PA à médio e longo prazos.  Dentre esses mecanismos, 

a angiotensina (Ang) II é um dos mais potentes vasoconstrictores endógenos e potente 

regulador da função renal, determinando aumento da PA por, principalmente, aumentar a 

resistência periférica e o volume extracelular.  A Figura 1 apresenta os efeitos desencadeados 

pela ativação do SRA, com aumento dos níveis circulantes de Ang II.  Embora o SNS e o 

SRA sejam mecanismos cruciais para a manutenção da PA dentro de limites considerados 

normais, a hiperatividade de longo prazo desses sistemas, circulante e/ou tecidual, está 

envolvida na fisiopatologia da hipertensão arterial (HA) e doenças cardiovasculares (DCV) 

[Figura 4]. 
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 Sistema Renina Angiotensina (SRA) 

O SRA é um sistema complexo que desempenha um papel crucial na regulação da 

PA e do equilíbrio hidroeletrolítico.  A ativação do SRA endócrino se inicia com a liberação 

da enzima renina.  Como mostrado na Figura 1, a renina é produzida e secretada pelas células 

justaglomerulares dos rins em resposta a diversos estímulos, como baixa PA, baixa volemia 

e baixa concentração de sódio na mácula densa.  A renina atua sobre o angiotensinogênio 

(AOGEN), uma proteína produzida pelo fígado e secretada na circulação, formando o 

decapeptídeo Ang I.  A Ang I é um peptídeo inativo que é rapidamente convertido em Ang 

II, peça chave nesse sistema, pela enzima conversora de angiotensina (ECA).  A Ang II é o 

efetor hemodinâmico dominante do SRA e atua via receptores específicos acoplados a 

proteína G, denominados AT1 e AT2.  Esses receptores podem ser detectados em diversas 

áreas reguladoras da homeostase cardiovascular como vasos sanguíneos, glândulas adrenais, 

coração, cérebro e rins.  As ações clássicas da Ang II, tais como, a vasoconstricção, 

estimulação da liberação de aldosterona, retenção de sódio e água e proliferação celular 

ocorrem pela interação com receptores do tipo AT1 (Figura 1).  Os receptores AT2 têm uma 

distribuição mais restrita e sua função exata ainda não está completamente elucidada, no 

entanto, várias evidências sugerem que os receptores AT2 exerçam efeitos opostos aos 

receptores AT1 (DOSTAL e BAKER, 1999; SANTOS et al., 2000; BERRY et al., 2001; 

MCKINLEY et al., 2003; SANTOS et al. 2018; BADER E GANTEN, 2008; FYHRQUIST 

e SAIJONMAA, 2008; HORIUCHI e MOGI, 2011; HORIUCHI et al., 2012). 
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Figura 1. Representação esquemática dos mecanismos fisiológicos desencadeados pelo eixo ECA/ 

Angiotensina (Ang) II/ receptor AT1 para o controle da pressão arterial. ADH= hormônio 

antidiurético; Ang = angiotensina; ECA= enzima conversora de angiotensina. 

 

O SRA endócrino tem grande importância para manter a homeostasia 

cardiovascular.  No entanto, quando há hiperatividade de longo prazo do eixo ECA/ AngII/ 

receptor AT1, tanto em níveis circulantes quanto tecidual, há um favorecimento do 

desenvolvimento das DCV (Figura 4), como a hipertrofia e insuficiência cardíaca, a doença 

coronariana, a insuficiência renal, a HA e o acidente vascular encefálico (PEACH, 1977; 

DOSTAL e BAKER, 1999; DONOGHUE et al., 2000; PAUL et al., 2006; CARLSON e 

WYSS, 2008; FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008; HORIUCHI et al., 2012).  Como 

mostrado na Figura 2, a Ang II é o principal efetor do SRA, no entanto, outros peptídeos 

biologicamente ativos podem ser formados, entre eles a Ang-(2-8) (Ang III), Ang-(3-8) (Ang 

IV), Ang-(1-7), Ang-(1-12), Ang-(1-9) e Alamandina, indicando que o SRA é também um 

sistema de múltiplos mediadores (SANTOS et al., 2003; NAGATA et al., 2006; 

FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008; FLORES-MUNOZ, 2012; LAUTNER et al., 2013). 
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O heptapeptídeo Ang-(1-7) foi identificado como sendo um componente 

biologicamente ativo do SRA e associado à regulação central e periférica da pressão arterial 

a cerca de 35 anos (SANTOS et al., 1988; SCHIAVONE et al., 1988).  A Ang-(1-7) se 

diferencia da Ang II apenas pela ausência da fenilalanina na posição 8 do peptídeo, e pode 

ser gerada por diferentes vias enzimáticas a partir da Ang I e Ang II, sofrendo ações de 

endopeptidases e carboxipeptidases, mas principalmente a partir da Ang II é formada por 

uma enzima homóloga à ECA, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2; DONOGHUE 

et al. 2000; TIPNIS 2000).  A ECA2 possui diferenças em relação aos seus substratos e a 

atividade inalterada na presença de inibidores de ECA (DONOGHUE et al. 2000; TIPNIS 

2000; ELASED et al., 2006; SAKIMA et al., 2005).  Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode 

ser hidrolisada pela ECA, formando Ang-(1-5) ou por aminopeptidase, originando Ang-(2-

7) e Ang-(3-7) considerados peptídeos inativos.  Por sua vez, a Ang-(1-7) pode ser 

descarboxilada, por uma enzima ainda não identificada, formando um novo membro ativo 

do sistema, a Alamandina (Figura 2); (LAUTNER et al., 2013).    
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Figura 2. Esquema simplificado das vias de formação das angiotensinas e seus metabólitos.  Ang= 

angiotensina; AP= aminopeptidase; APA= aminopeptidase A; APN= aminopeptidase N; CP= 

carboxipeptidase; DCase= descarboxilase desconhecida; ECA= enzima conversora de angiotensina; 

ECA 2= enzima homóloga a ECA;  NEP= endopeptidase neutra;  PEP= prolil endopeptidase; PRCP= 

prolil carboxipeptidase;  THOP= thimet oligopeptidase. (Modificado de Santos et al., 2018) 

 

As ações da Ang-(1-7) são mediadas por um receptor específico de membrana 

acoplado a proteína G, denominado receptor Mas, como foi descrito pela primeira vez em 

2003 (SANTOS et al., 2003).  Apesar de compartilhar de uma origem comum e exercer 

alguns efeitos fisiológicos semelhantes à Ang II, como a liberação de vasopressina, estudos 

mostraram que a Ang-(1-7) possui efeitos opostos aos desempenhados pela Ang II via 

receptor AT1 (Figura 3 e 4; SANTOS et al., 2018).  Desta forma, está bem aceito na literatura 

que ECA2/Ang-(1–7)/ receptor MAS se constitui um eixo contrarregulatório do SRA, 

opondo-se à maioria das ações do eixo ECA/Ang II/ Receptor AT1, que desempenha 

atividade protetora em diferentes tecidos e condições fisiopatológicas.  Entre as ações deste 
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eixo podemos citar os efeitos anti-inflamatórios, anti-proliferativos, anti-arritmogênicos, 

vasodilatador, de facilitação do controle barorreflexo, anti-angiogênico, modulador da 

excreção de sódio, modulador da atividade do sistema nervoso simpático (SNS) [Figura 3].  

Além disso, a Ang-(1-7) pode potencializar o efeito vasodilatador da bradicinina e atenuar o 

efeito vasoconstritor da Ang II (SANTOS et al., 1994; KUCHAREWICZ et al., 2002; 

SANTOS et al., 2000; SANTOS et al., 2003; SANTOS E FERREIRA, 2007; BADER E 

GANTEN, 2008; ALMEIDA et al., 2000; ZISMAN et al., 2003; SANTOS et al., 2018). 

 

Figura 3. Representação esquemática dos mecanismos fisiológicos desencadeados pelo eixo ECA2/ 

Ang-(1-7)/ receptor MAS para o controle da pressão arterial. ADH= hormônio antidiurético; Ang = 

angiotensina; ECA= enzima conversora de angiotensina; ECA 2= enzima homóloga a ECA;  NEP= 

endopeptidase neutra;  PEP= prolil endopeptidase; SNS= sistema nervoso simpático; SNP= sistema 

nervoso parasimpático; THOP= thimet oligopeptidase. 
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Figura 4. Principais ações antagônicas dos eixos ECA/AngII/AT1 e ECA2/Ang-(1-7)/MAS. Através 

do receptor AT1, a Ang II induz inflamação, fibrose, angiogênese, migração celular e metástase, 

enquanto a Ang-(1–7), através de receptor Mas, apresenta efeitos antiinflamatório, anti-fibrótico, 

antiproliferativo.  AVP= vasopressina; NO= oxido nítrico. 

 

 SRA em Fêmeas 

Existem importantes diferenças de sexo/gênero relacionadas aos componentes do 

SRA e às respostas a diferentes estímulos, por isso, estudos em fêmeas ou comparações de 

gêneros, com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre tratamento e controle de diferentes 

doenças, entre elas as DCV, são ainda muito necessários.  Está bem estabelecido na literatura 

que em pacientes e em animais com modelos genéticos de HA, como os ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), e os ratos sensíveis a sal, são os homens e machos que 

desenvolvem mais precocemente e de forma mais grave hipertensão arterial em relação as 

fêmeas (CHEN, Y.-F.; MENG, 1991; KIENITZ; QUINKLER, 2008; MILLER, J. A.; 

ANACTA; CATTRAN, 1999; OUCHI et al., 1987).  Entretanto,  mecanismos envolvidos 

ainda não estão completamente esclarecidos (OUCHI et al., 1987; WIINBERG et al., 1995).  

Segundo Oparil e Miller (2005), mulheres em período de pré-menopausa 

apresentam menor prevalência de hipertensão do que homens da mesma idade.  Estudos 
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mostram que estrogênios, hormônios sexuais predominantemente encontrados nas mulheres, 

podem ter efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular, o que pode ajudar a manter a 

PA, em mulheres durante a fase reprodutiva, em níveis normais e menores que a dos homens 

(KNOWLTON; LEE, 2012; MENDELSOHN; KARAS, 1999; PATTEN; KARAS, 2006; 

RECKELHOFF, JANE F., 2018). 

Em fêmeas, os hormônios gonadais circulantes sofrem oscilações durante o ciclo 

estral.  Estudos mostraram que a ingestão de água e sódio sofrem alterações durante as fases 

do ciclo pela influência do estrógeno, e que a eliminação de estrógeno através da 

ovariectomia além de provocar mudanças comportamentais na receptividade sexual, também 

provoca mudanças na ingestão de fluidos (KRAUSE et al., 2003; TARTTELIN; 

GORSKI,1971).  Os efeitos do estrógeno são tradicionalmente genômicos e mediados por 

dois subtipos de receptores de estrógeno (RE), o REα e o REβ.  A presença de RE em áreas 

cerebrais que estão envolvidas na regulação da ingestão de sal e de líquidos aponta o 

estrógeno como um forte influenciador no controle central de fluidos corporais (GHAZI et 

al., 1994; GRAVES et al., 2011; ROSAS-ARELLANO; SOLANO-FLORES; CIRIELLO, 

1999).  O estrógeno possui característica lipofílica, podendo acessar o SNC facilmente e 

atuar sobre os RE localizados nas áreas responsáveis pela regulação do balanço 

hidroeletrolítico (GRAVES et al., 2011).  Estudos mostraram também que em mulheres na 

pré-menopausa, altos níveis de estrogênio podem atenuar tonicamente a síntese de 

aldosterona via REβ, contribuindo assim para manter a pressão sanguínea normal (ROSSI; 

CAROCCIA; SECCIA, 2019).   

É interessante mencionar, no entanto, que estudos também mostram que reposição 

hormonal não atenua de forma significante a HA de mulheres após a menopausa (AKKAD 

et al., 1997; PRIPP et al., 1999; SCHUNKERT et al., 1997).  Esse resultado sugere, que a 

queda dos níveis de estrógeno pode não ser o único componente envolvido na pressão mais 
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alta das mulheres na menopausa.  Estudos mostram que os níveis séricos de andrógenos 

podem diminuir levemente, podem não alterar, ou podem aumentar (ALA-FOSSI et al., 

1998; HARTMANN et al., 1997; JIROUTEK et al., 1998; OVERLIE et al., 1999).  Além 

disso, estudos mostram que mulheres com síndrome dos ovários policísticos e tumores 

virilizantes adrenais, caracterizados por níveis elevados de testosterona, sofrem de 

hipertensão (MATTSSON et al., 1984; SORANNO et al., 1999; TALBOTT et al., 1995). 

Estudos mostram que fêmeas SHR ovariectomizadas, com 4-5 semanas de idade, não 

apresentam PA elevada em comparação a fêmeas intactas, com 18-20 semanas de idade 

(RECKELHOFF, J. F.; ZHANG; GRANGER, 1998; RECKELHOFF, J. F.; ZHANG; 

SRIVASTAVA, 2000). No entanto, fêmeas SHR ovariectomizadas tratadas com 

testosterona e machos SHR, apresentam disfunção renal relativa à atenuação da relação 

pressão-natriurese (RECKELHOFF, J. F.; ZHANG; GRANGER, 1998).    

Recentemente, os estudos têm atribuído as diferenças em sexo/gênero com relação 

a regulação da PA e ao desenvolvimento de DCV a diferenças na biodisponibilidade de 

oxido nítrico (NO) (ROWLAND; FREGLY, 1992), ao SRA (COLBY; SKELTON; 

BROWNIE, 1970; SEELY et al., 1999), a diferenças na resposta inflamatória (BROWN et 

al., 1981; KAPLAN et al., 1976), na função renal (SMITHIES, 1997), na relaxina 

(SAMUEL et al., 2007) e fatores relacionados à programação fetal (CAMBOTTI et al., 

1984).  Com relação ao foco do nosso trabalho, algumas diferenças na expressão de 

componentes do SRA entre machos e fêmeas já foram descritas na literatura.  Os estudos 

mostram que o estrógeno é capaz de regular componentes do SRA, podendo diminuir a 

síntese de renina e ECA, atenuar as ações de Ang II, além de promover a redução de 

receptores AT1 em diversos de tecidos, incluindo adrenal, rim, aorta, hipófise e cérebro e 

elevar a expressão de receptores AT2 (BROSNIHAN et al., 1997; GALLAGHER et al., 

1999; SANDBERG; JI, 2003; BAIARD et al., 2005).  Além disso, estudos mostram que 
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altos níveis de estrógeno na fase lútea podem estimular a síntese de óxido nítrico endotelial 

(BEST et al., 1998; GUETTA et al., 1997; RUBANYI et al., 1997), produzindo um efeito 

vasodilatador(MENDELSOHN; KARAS, 1999). O óxido nítrico pode regular 

negativamente o receptor AT1 no tecido vascular (ICHIKI, T. et al., 1998), nas glândulas 

adrenais (USUI et al., 1998) e atenuar as ações de Ang II. Foi observado que rins de fêmeas 

ovariectomizadas que receberam reposição estrogênica, expressaram maior quantidade de 

receptores AT2 e menor quantidade de receptores AT1, quando comparado a fêmeas que 

não receberam reposição (YANES; SARTORI-VALINOTTI; RECKELHOFF, 2008).  

Estudos mostram também que homens têm níveis de PA e aldosterona mais altos do que as 

mulheres (BACHMANN et al., 1987; ELCARTE LÓPEZ et al., 1993). Além disso, estudos 

realizados em humanos mostraram que mulheres tem maior concentração de Ang-(1-7) 

circulante que homens, no entanto, os níveis de Ang II são semelhantes entre os grupos 

(SULLIVAN et al., 2015).  O impacto do receptor MAS na hemodinâmica renal parece ser 

sexualmente dimórfico, com maiores efeitos em fêmeas do que machos (SAFARI et al., 

2012).   

Sandberg et al. (2003) exemplificou as interações de esteroides gonadais com o 

SRA e mostrou que os esteroides gonadais podem regular a PA alterando a reabsorção de 

sódio através da modulação da secreção de aldosterona ou através do deslocamento da curva 

pressão-natriurese. Outros mecanismos ativados pelo SRA também poderiam regular a PA 

alterando o estado de estresse oxidativo por meio da modulação do metabolismo de espécies 

reativas de oxigênio (Figura 5). 

 



18 
 

  

 

Figura 5. Esquema simplificado apresentado o efeito das interações entre esteroides gonadais e o 

SRA. Os esteroides gonadais podem regular a PA alterando a reabsorção de sódio através da 

modulação da secreção de aldosterona ou através do deslocamento da curva pressão-natriurese e/ou 

alterando o estado de estresse oxidativo por meio da modulação do metabolismo de espécies reativas 

de oxigênio. Modificado de: Sandberg et al., 2003. 

 

 Animal Transgênico [TGR(A1-7) L7371] 

A utilização de modificação genética de ratos e camundongos é uma estratégia 

fundamental para investigar os efeitos da alteração da expressão de genes específicos e 

compreender o funcionamento dos sistemas de controle fisiológicos.  Assim, os animais 

transgênicos são ferramentas de pesquisa importantes para analisar o papel de genes 
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específicos na regulação de processos biológicos e elucidar suas funções em diferentes 

sistemas e órgãos.  Ao introduzir modificações genéticas, como a superexpressão de genes-

alvo, é possível avaliar os efeitos dessas alterações nas características fenotípicas dos 

animais.  A utilização de modelos de animais transgênicos que superexpressam ou que 

apresentam deleção (“knockouts”) de genes relacionados a componentes do SRA tem 

contribuído para ampliar o conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos no controle 

da fisiologia e fisiopatologia cardiovascular (BADER, 1998).  

Em decorrência da importância do SRA para o controle da PA e sua participação 

na fisiopatologia das DCV, alguns modelos de animais transgênicos com alteração na 

atividade de algum dos componentes do SRA já foram descritos.  Uma série de modelos de 

camundongos com deleção ou superexpressão de gens do SRA foram descritos (ALVES et 

al., 2021; BADER, 2002; BADER; GANTEN, 2008; SANTOS, S. H. S. et al., 2010).  

Embora em número menor, ratos transgênicos também foram desenvolvidos, entre eles, o 

mREN2-L27, um animal hipertenso que apresenta super-expressão de renina especialmente 

no cérebro e adrenais (MULLINS; PETERS; GANTEN, 1990), o AOGEN-L-680, que 

expressa um anti-sense para angiotensinogênio no cérebro (SCHINKE et al., 1999) e o L-

3292, um rato que apresenta níveis circulantes aumentados de Ang-(1-7) induzidos pela 

expressão testicular de uma proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) (SANTOS, et al., 

2004; VOIGT et al., 2005).   

O constructo da linhagem L3292 foi associado ao promotor inespecífico de 

citomegalovírus que direcionou a expressão exclusivamente para o testículo.  Esta linhagem 

é normotensa, avaliado por medida da PA por telemetria, apesar nos níveis plasmáticos 

aumentados de Ang-(1-7) em cerca de 2,5 vezes (SANTOS et al., 2004).  Além disso, o 

L3292 apresenta a FC e contratilidade miocárdica mais elevada que os ratos controles, 

Sprague-Dawley (SANTOS, et al., 2004).  No entanto, os estudos mostraram que os ratos 
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L3292, apresentam resposta atenuada a hipertrofia cardíaca induzida por isoproterenol ou 

redução da disfunção induzida por isquemia miocárdica e apresentam redução do fluxo 

urinário (FERREIRA et al., 2006, 2010).  Esses animais não apresentam alteração na 

liberação de vasopressina ou na expressão renal do receptor V2 de vasopressina (FERREIRA 

et al., 2006).  De forma interessante, L3292 apresentaram resposta atenuada a hipertensão 

arterial, bem como, proteção à disfunção diastólica induzida pelo modelo DOCA-SAL (DE 

ALMEIDA et al., 2015; SANTIAGO et al., 2010).  Parte desses efeitos podem estar 

relacionadas a alteração no controle autonômico (DARTORA et al., 2017).  Além disso, 

estes animais apresentaram atenuação das alterações que caracterizam a síndrome 

metabólica induzida por dieta de cafeteria (BILMAN et al., 2012; MOREIRA et al., 2017; 

SANTOS et al., 2010).  Finalmente estes animais apresentaram redução do comportamento 

de ansiedade e depressão (KANGUSSU et al., 2017) e de resposta ao estresse emocional 

(MOURA et al., 2017).  

Recentemente, uma nova linhagem de animal transgênico foi descrita, o rato 

TGR(A1-7)-L7371 (TG), a partir do trabalho em colaboração do nosso laboratório com o 

laboratório do Prof. M Bader no “Max Delbruck Center for Molecular Medicine” (MDC), 

em Berlim, na Alemanha.  Esta linhagem foi desenvolvida baseada na metodologia descrita 

por Kats et al. (2001) e Methot et al. (2001), utilizando uma proteína de fusão contendo a 

sequência do peptídeo de interesse e que é capaz de ser expressa em um tecido específico.  

A partir de um constructo que é injetado em zigotos e implantado em ratas pseudo-grávidas 

da linhagem de ratos Sprague-Dawley (SD)  O constructo, mostrado na Figura 6 foi 

constituído por:  (1) peptídeo sinal derivado da renina humana, garantindo que a proteína 

entre no retículo endoplasmático e futuramente seja secretada para o meio extracelular; (2) 

porção da região constante da cadeia pesada da IgG2b de camundongo, que promove massa 

para a proteína de fusão; (3) porção do pró-segmento da pró-renina humana, que funciona 
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como um espaçador molecular, sendo necessário para expor o sítio de clivagem para a 

endoprotease furina, resultando na liberação do peptídeo; (4) sequencia do sítio de clivagem 

na porção carboxi terminal do pró-segmento da pró-renina humana, sendo que neste sítio de 

clivagem a endoprotease furina atuará liberando a Ang-(1-7) nos tecidos, (5) sequência do 

peptídeo Ang-(1-7) e, finalmente, (6) a sequência Poly A.  Para direcionar a expressão gênica 

para astrócitos foi adicionado na extremidade 5’ do construct o promotor específico para a 

proteína fibrilar acídica humana (hGFAP).  A expressão do transgene [TGR(A1-7)L7371] 

nesses animais, induz a liberação contínua de Ang-(1-7), promovendo aumento de sua 

concentração nos tecidos em que a proteína for produzida, preferencialmente em astrócitos 

do SNC.   

 

Figura 6. Representação esquemática da sequência do construto (transgene) e da proteína de fusão 

por ele codificada que foi utilizada para a geração dos ratos [TGR(A1-7)L7371].  Fonte: Santos et 

al., 2004. 

 

Estudo recente desenvolvido em nosso laboratório (ALVES et al., 2021), descreveu 

o fenótipo cardiovascular e hemodinâmico dos machos desta linhagem de transgênicos.  Os 
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TG apresentaram aumento da expressão (mRNA e Western Blotting) da proteína de fusão 

de Ang-(1-7) em diferentes órgãos/ tecidos.  Alta expressão do transgene foi observada na 

aorta e áreas do cérebro, tais como, bulbo, hipocampo, hipotálamo e córtex.  Níveis baixos 

foram encontrados no pulmão, coração, rim, fígado e adrenal (ALVES et al., 2021).  Nos 

tecidos a expressão do mRNA foi observada em células gliais e nas células endoteliais, o 

que explica a detecção do mRNA na maioria dos órgãos analisados.  Entretanto, os TG 

apresentaram aumento dos níveis de Ang-(1-7), determinado por radioimunoensaio, no 

cérebro (hipotálamo especialmente) sem alteração dos níveis plasmáticos ou dos níveis de 

Ang II no plasma ou cérebro (ALVES et al., 2021).  Os ratos TG apresentaram aumento do 

fluxo sanguíneo em diferentes órgãos e tecidos, o que resultou na diminuição significativa 

da resistência periférica total, responsável pelo fenótipo hipotensivo desses ratos.  De acordo 

com esse fenótipo, os TG apresentaram aumento dos níveis plasmáticos do peptídeo 

natriurético atrial plasmático, sabidamente um peptídeo vasodilatador.  No entanto, os TG 

também apresentaram alterações em parâmetros ou hormônios que em geral aumentam a 

PA, como aumento do índice cardíaco, aumento do tônus simpático global e cardíaco e 

aumento dos níveis plasmáticos de vasopressina.  Essas alterações sugerem que a 

superexpressão da proteína de fusão Ang-(1-7) em tecidos desencadeia múltiplos 

mecanismos diretos e/ou parcialmente compensatórios que tem como resultado uma PA 

basal reduzida.  Esse é o primeiro e o único modelo de ratos transgênicos a avaliar os efeitos 

induzidos por Ang-(1-7) tecidual sem alterações significativas nos níveis de peptídeo do 

SRA circulantes.  Desta forma, o TG se torna um bom modelo animal para explorar novas 

contribuições da Ang-(1-7) tecidual para a fisiopatologia de diferentes doenças, entre elas, 

as doenças cardiovasculares.  
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

2.1  Justificativa 

As DCV são as principais causas de morbimortalidade no Brasil e no resto do 

mundo e, apesar da ampla disponibilidade de medicamentos para o tratamento da hipertensão 

arterial e as DCV, o controle efetivo destas doenças ainda não foi alcançado.  Além disso, a 

fisiopatologia das DCV e a resposta aos tratamentos em fêmeas ou mulheres são pouco 

estudados.  Considerando, as importantes diferenças de sexo/gênero no que se refere aos 

mecanismos de controle da PA, é importante ampliar o conhecimento da fisiopatologia das 

DCV especificamente em fêmeas.  Uma característica das DCV é o desequilíbrio entre os 

componentes do SRA, com hiperatividade do eixo ECA/ Ang II/ receptor AT1 enquanto o 

eixo ECA2-Ang-(1-7)-receptor Mas não apresenta alteração ou pode estar reduzido.  Esse 

desequilíbrio favorece mecanismos hipertensivos, pró-fibróticos e inflamatórios, que 

contribuem para os desfechos mais importantes da DCV, o infarto do miocárdio, a 

insuficiência cardíaca e o acidente vascular encefálico.  Embora o SRA sistêmico tenha papel 

estabelecido no controle da PA, há muito tempo o SRA tecidual, ou seja, a produção ou a 

ação dos peptídeos do SRA nos tecidos, como coração, vasos, rim e cérebro tem sido 

apontado como um regulador importante e independente da função cardiovascular, entre 

outras (SANTOS et al., 2018).  Mais importante, a fisiopatologia das DCV está relacionada 

de forma importante a desregulação do SRA tecidual (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).  

O entendimento do SRA tecidual e seu papel nos processos fisiopatológicos tem importante 

implicações clínicas, uma vez que podem fornecer uma base para o desenvolvimento de 

novas e mais efetivas terapias.   

Em decorrência da importância do SRA para o controle da PA e sua participação 

na fisiopatologia das DCV, alguns modelos de animais transgênicos com alteração na 
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atividade de algum dos componentes do SRA já foram descritos.  Recentemente, um novo 

rato transgênico que expressa uma proteína de fusão produtora de Ang-(1-7), sob regulação 

do promotor GFAP, foi descrito.  A caracterização fenotípica do macho desta linhagem 

mostrou uma característica interessante, esses animais apresentam aumento de Ang-(1-7) 

cerebral sem alteração nos níveis circulantes e são hipotensos.  Assim, essa linhagem de 

animais transgênicos com produção tecidual aumentada de Ang-(1-7) apresenta-se como um 

modelo interessante para se estudar o efeito do aumento tecidual de longo prazo da Ang-(1-

7) na fisiopatologia de diferentes doenças, entre elas as DCV, tanto em machos como fêmeas.  

No entanto, ampliar o entendimento das ações da Ang-(1-7) especificamente em fêmeas 

deverá contribuir para o estabelecimento de estratégias terapêuticas mais efetivas e 

individualizadas de acordo com sexo/ gênero. 

 

2.2 Objetivo Geral  

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os parâmetros cardiovasculares de ratas 

transgênicas que super-expressam a proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) e comparar 

com machos transgênicos da mesma linhagem. 

 

2.3. Objetivos Específicos  

2.3.1. Avaliar os parâmetros cardiovasculares dos animais transgênicos da 

linhagem TG; 

2.3.2.  Avaliar o controle barorreflexo da FC dos animais transgênicos da 

linhagem TG; 

2.3.3. Avaliar o controle autonômico cardíaco dos animais transgênicos da 

linhagem TG; 
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2.3.4. Avaliar os níveis plasmáticos de angiotensinas dos animais 

transgênicos da linhagem TG; 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

Nesse estudo foram utilizados ratos transgênicos, TGR(A1-7)L7371 (TG) e como 

grupo controle ratos Sprague-Dawley (SD).  Foram utilizados ratos machos e fêmeas entre 

3-4 meses de idade (350g-450g).  A matriz da linhagem transgênica foi desenvolvida no 

“Max Delbruck Center for Molecular Medicine” (MDC), Berlim - Alemanha, em trabalho 

de colaboração com o Laboratório de Hipertensão ICB/UFMG.  Os animais utilizados neste 

estudo, foram criados no biotério de animais transgênicos do Laboratório de Hipertensão do 

Departamento de Fisiologia e Biofísica, ICB-UFMG, e mantidos em ambiente com luz e 

temperaturas controladas, com período de claro/escuro de 12/12 h, alimentados com ração 

apropriada e água filtrada ad libitum.  Todos os procedimentos foram realizados de acordo 

com os protocolos estabelecidos pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), e aprovados sob o protocolo n° 

13/2022.   

 

3.2 Genotipagem dos Animais  

Para comprovar a matriz da linhagem transgênica, todos os animais foram 

identificados, antes da realização dos experimentos, utilizando a técnica de genotipagem 

através da amplificação de sequências repetidas de DNA, usando a reação em cadeia da 

polimerase (PCR).  O DNA genômico foi extraído de pequenos fragmentos da cauda dos 

animais. Utilizou-se, aproximadamente, 2 mm de cauda digerido com 5 µL de proteinase K 
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em 100 µL de EAR buffer, por 3 horas a 55 ºC em banho-maria ou termomix.  Para a 

inativação da proteinase e interrupção da digestão das caudas, foram adicionados 750 µL de 

TE 1x em cada amostra seguido de incubação a 95 ºC, por 10 minutos.  

Dois µL de cada amostra de gDNA foi utilizado na realização da PCR. Para compor 

as soluções, também se fez o uso de 5µL de tampão de reação, 2µL de MgCl2, 1 µL de 

dNTPs, foram utilizados também dois oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) sendo, 1 µL 

de primer HRenex (5′-GGACCAAGCCTGGCCATGTCC-3′) e 1 µL de primer Ig5 (5′-

CATCACCCATCGAGAGAACC-3′) responsáveis pela amplificação do fragmento de 

DNA, 0,2 µL de Taq DNA polimerase recombinante e 37,8 µL de água milli-Q autoclavada. 

As soluções foram colocadas no termociclador seguindo as condições de tempo e 

temperatura. Posteriormente, os produtos obtidos do PCR foram diferenciados por 

eletroforese, 100 V, 30 min, em gel de agarose 1% acrescido de brometo de etídio (0,5µl/ml) 

e analisados em um sistema de fotodocumentação (‘Gene Snap from SynGene).  A presença 

de banda correspondente a 450pb indica que o animal apresenta o transgene.  Como controle 

positivo foi utilizado tecido do animal transgênico TG(A-7)-L3292. 
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Figura 7. Representação da imagem de um gel de agarose corado por brometo de etídio.  A banda 

positiva [verde] que identifica os ratos TG7371; controle positivo [azul] que identifica os ratos 

TG(A-7)-L3292; e controle negativo sem cDNA [alaranjado].  Primes utilizados Hrenex e IgG5. 

 

3.3 Pletismografia de Cauda 

Para avaliar a pressão arterial (PA) de forma não invasiva, foi utilizado o sistema 

de medida por pletismografia de cauda da CODA High Throughput (Kent Scientific®, 

Torrington, CT, USA).  O sistema oferece os valores de PA sistólica (PAS) e está ilustrado 

na Figura 8.  Para realizar a medida, o animal era colocado em um contensor de acrílico e 

posicionado em uma plataforma de aquecimento para elevar a temperatura do animal o que 

produz dilatação da artéria da cauda.  A temperatura da cauda recomendada pelo fabricante 

para a medida é de 32-35oC aproximadamente.  Em seguida, o animal era conectado ao 

pletismógrafo que consiste de um sensor (VPR, Kent Scientific) e de um manguito-

esfignomanômetro, que envolve a cauda do rato.  A seguir o esfignomanômetro era inflado 

automaticamente pelo aparelho, promovendo a compressão da artéria caudal do animal o 

que possibilita a medida da PA.  O sistema estava configurado para a obtenção de cinco 
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ciclos de medidas iniciais para adaptação seguidos por cinco ciclos de medida, com intervalo 

de 15s entre elas.  Os animais foram submetidos a um período de aclimatação e 

familiarização ao equipamento que variou de 2 a 7 dias com a realização de todos os 

procedimentos diariamente no mesmo horário, entre 09-11h.  Os valores de PAS obtidos no 

dia subsequente ao da familiarização ao aparelho foram os considerados neste estudo.  

 
 

Figura 8. Representação esquemática do método de medida da pressão arterial sistólica (PAS) de 

forma não invasiva realizada por pletismografia de cauda (CODA High Throughput).  1- Contensor 

de acrílico; 2- Placa para aquecimento do animal; 3- sensor e manguito-esfigmomanometro; 4- 

Conversor analógico digital; 5- Computador onde está instalado software para controle, coleta, 

análise e armazenamento das medidas. 

 

 

3.4 Avaliação do Ciclo Estral 

O ciclo reprodutivo de ratas, ciclo estral, tem curta duração, de quatro a cinco dias 

e é caracterizado por fases denominadas proestro, estro, metaestro e diestro.  As variações 

hormonais que ocorrem durante o ciclo estral determinam alterações importantes na mucosa 

vaginal, podendo ser identificadas de acordo com os tipos celulares observados no esfregaço 
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vaginal: células epiteliais, células cornificadas e leucócitos, representado na Figura 9.  Na 

fase de proestro pode ser observado um grande número de células redondas, polinucleadas 

que podem estar dispersas ou agrupadas.  Na fase de estro evidencia-se a presença de células 

queratinizadas e anucleadas, enquanto no metaestro são observados inúmeros leucócitos e 

filamentos de muco.  No diestro a mucosa vaginal é fina com poucos leucócitos, algumas 

células queratinizadas e muco. 

A avaliação do ciclo estral foi realizada através da coleta do esfregaço vaginal, 

sempre no mesmo horário, 11-12h, durante 15 dias, para assegurar a regularidade do ciclo 

antes da realização de experimentos.  Com uso de pipeta Pasteur contendo 0,5 mL de solução 

de cloreto sódio a 0,9%, a ponta da pipeta era introduzida no orifício vaginal das ratas e uma 

gota da solução salina coletada, aspirada e gotejada em lâminas de vidro para a observação 

em microscópio óptico comum (Figura 9).  Essa avaliação teve como objetivo avaliar se 

havia diferença da pressão arterial sistólica (PAS) entre as fases do ciclo estral. A PAS e a 

fase do ciclo foram avaliadas no mesmo dia e nos mesmos animais.  Para isso, os últimos 5 

dias de avaliação do ciclo e da PAS foram os considerados neste estudo. 
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Figura 9. Representação esquemática do método de avaliação e da característica celular nas 

diferentes fases do ciclo estral através de coleta do esfregaço vaginal. 

 

3.5 Medida Direta de Parâmetros Cardiovasculares 

Para a avaliação dos parâmetros cardiovasculares, pressão arterial média (PAM) e 

frequência cardíaca (FC) foi utilizado um transdutor de pressão acoplado a um amplificador 

de sinal e sistema de aquisição de dados (Biopac® Systems, CA, USA; Figura 9).  Para o 

registro da pressão arterial e injeção de drogas, foi realizada a canulação da artéria e da veia 

femoral, respectivamente.  

 

 

3.6 Cirurgia para Canulação da Artéria e Veia Femoral 

Inicialmente os animais foram anestesiados com uma mistura de Cetamina (80 

mg/Kg) e Xilazina (8 mg/Kg) injetada por via intraperitoneal (0,1 mL/100g).  As cânulas 
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foram preparadas a partir da polimerização por aquecimento de tubos de polietileno PE10, 

que era introduzido nos vasos (4 cm - artéria; 3 cm - veia), e PE50 (17 cm), que foi 

direcionado pelo subcutâneo até o dorso do animal.  As cânulas foram preenchidas com 

salina estéril 0,9% contendo heparina (5000UI/ ml) com o objetivo de evitar a obstrução das 

cânulas.  Os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre a mesa cirúrgica, a região 

inguinal esquerda do animal tricotomizada e uma pequena incisão na pele (~ 1,0 cm) foi 

realizada.  O feixe vásculo-nervoso femoral foi localizado, e a artéria e a veia femoral foram 

cuidadosamente isoladas.  Primeiramente, a cânula foi introduzida na veia femoral para a 

futura administração de fármacos.  Em seguida, uma segunda cânula foi introduzida na aorta 

abdominal, através da artéria femoral, para o registro da pressão arterial pulsátil.  Após a 

canulação dos vasos, as cânulas foram direcionadas pelo subcutâneo para serem 

exteriorizadas e fixadas ao dorso do animal na região entre as escápulas com fio de sutura 

cirúrgico.  Finalmente, as incisões cirúrgicas foram suturadas.  Ao final do procedimento 

cirúrgico, foi realizada a injeção intramuscular de antimicrobiano de amplo espectro 

(Pentabiótico veterinário Ford Dodge 2.400 UI/ 0,1 ml; dose única) e os animais eram 

colocados em gaiolas individuais.   

No dia seguinte, aproximadamente 24h após a canulação da artéria e veia femoral, 

os animais foram submetidos ao registro dos parâmetros cardiovasculares, e para isso, o 

catéter arterial foi conectado a um transdutor de pressão (DT-XX-Viggo-Spectramed), que 

por sua vez estava conectado ao sistema de aquisição de dados (BIOPAC System), que faz 

a conversão do sinal analógico de pressão arterial pulsátil (PAP) em sinal digital.  A pressão 

arterial média (PAM) e FC foram calculadas a partir da PAP pelo software “AcqKnowledge 

4.1 software” (BIOPAC system; Figura 10).  Para obtenção dos valores basais, a PA foi 

continuamente monitorada por um período de aproximadamente 60 minutos, e 

posteriormente foram realizados diferentes protocolos experimentais.   
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Figura 10. Representação esquemática do método de canulação de veia e artéria femoral (Dia 1) e o 

protocolo de medida de PA no sistema de aquisição de dados (BIOPAC System), em animais 

conscientes. 
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3.7 Avaliação da Sensibilidade do Componente Bradicárdico do Barorreflexo 

Nesse método, os animais foram submetidos à injeção endovenosa (0,1 ml em 

bolus) de doses crescentes de fenilefrina, agonista α1-adrenérgico, (Sigma, 0,25 µg a 5 µg 

por animal), de maneira a se obter respostas pressoras de aproximadamente 10, 20, 30, 40-

50 mmHg. Um intervalo mínimo de 2-4 minutos foi adotado entre a administração de cada 

dose de fenilefrina para que a PAM e a FC retornassem aos seus valores basais. As soluções 

contendo diferentes concentrações de fenilefrina foram preparadas a partir de alíquota 

(mantida a -20oC) de uma solução estoque contendo 1 mg/ ml.   A fenilefrina provoca 

aumentos transitórios da PAM e esses aumentos levam a um aumento da atividade dos 

barorreceptores arteriais, que reflexamente induzem redução da FC.  Com isso, a finalidade 

desse experimento foi avaliar a sensibilidade do controle barorreflexo cardíaco através das 

variações barorreflexas de FC induzidas por alterações de PAM produzidas por doses 

crescentes de fenilefrina.  As reduções máximas da FC foram convertidas em intervalo de 

pulso (IP) através da fórmula: IP em milissegundos (ms) = 60.000/FC.  A sensibilidade do 

barorreflexo foi estimada pela média aritmética das razões entre as alterações de IP (ms) e 

alterações da PAM (mmHg) para cada dose de fenilefrina, sendo denominado Índice de 

Sensibilidade Barorreflexa como largamente utilizado na literatura e padronizado em nosso 

laboratório (GUIMARAES et al., 2012, 2014; KANGUSSU et al., 2015). 

 

 

3.8 Avaliação do Controle Autonômico da Frequência Cardíaca 

Após o teste do barorreflexo, o tônus autonômico cardíaco foi determinado nos 

mesmos animais, de acordo com o método de Soato e Krieger (1974) e padronizado em 

nosso laboratório por (GUIMARAES et al., 2012.).  Esse método consiste em promover o 

bloqueio farmacológico da atividade simpática e parassimpática para o coração de forma 
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sequencial em dois dias consecutivos.  No primeiro dia, os ratos foram submetidos 

inicialmente ao bloqueio muscarínico com metil-atropina (3 mg/ kg, iv) e a variação máxima 

da FC em um período de 15-20 min foi coletada.  Em seguida, os ratos foram submetidos ao 

bloqueio β-adrenérgico com propranolol (6 mg/ kg, iv) e o valor da FC após 15-20 min foi 

coletado.  A FC observada após o segundo bloqueio correspondendo à FC intrínseca, ou seja, 

a frequência na ausência de modulação autonômica.  A diferença entre a FC máxima, obtida 

após a metil-atropina, e a FC intrínseca foi considerada como sendo o tônus simpático.  No 

dia seguinte, os bloqueadores autonômicos foram injetados na ordem inversa, ou seja, 

primeiro foi injetado o propranolol para obter o valor mínimo da FC e em seguida a 

metilatropina.  A diferença entre a FC intrínseca e a FC mínima, obtida após o propranolol, 

foi considerada como sendo o tônus parassimpático. 

 

3.9 Determinação do nível plasmático de Angiotensinas 

Para a determinação dos níveis de angiotensinas plasmáticas, os animais foram 

decapitados e, em seguida, aproximadamente 2 mL de sangue cervical foram coletados em 

tubos de polietileno, mantidos em gelo, contendo 140 µl de um coquetel de inibidores 

enzimáticos para cada ml de sangue.  Os inibidores tem o objetivo de proteger as 

angiotensinas de hidrólise, e o coquetel incluía:  Parahidroximercuriobenzoato (pOH-HgBZ, 

1mM), O-fenantrolina (o-Phe, 30 mM), Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF, 1mM), 

EDTA (7,5%) e Pepstatina A (1mM).  Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.500 

rpm por 20 min à 4ºC e o plasma rapidamente separado e armazenado a -80 ºC até o 

processamento das amostras.   

As angiotensinas do plasma foram isoladas em colunas SepPack C18, por pressão 

negativa em coletor a vácuo Visiprep™ SPE, que separam os peptídeos das proteínas totais.  

A resina C18 das colunas foi ativada por duas lavagens sequenciais com 10 mL de 
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acetonitrila (ACN, 99%)/ ácido trifluoroacético (TFA, 0,1%), seguido por 10 mL de TFA 

(0,1%).  Em seguida, a resina foi lavada com 3 mL de TFA (0,1%) contendo 0,1% de 

albumina sérica bovina (BSA), 10 mL de ACN (10%)/ TFA (0,1%) e 3 mL de TFA (0,1%).  

As amostras (1 ml) foram então carregadas na coluna, que em seguida foi lavada com 20 mL 

de TFA (0,1%) e, em seguida com 3 mL de ACN (20%)/ TFA (0,1%).  Finalmente, os 

peptídeos foram eluídos em 3 mL de ACN (99%)/ TFA (0,1%) em tubos de polipropileno 

saturados com BSA (0,1%).  As amostras foram então completamente secas em centrífuga 

evaporadora SpeedVac (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).   

A determinação dos peptídeos contidos nas amostras de plasma foi realizada por 

espectrometria de massa com a colaboração da estudante de pós-graduação Julia Resende e 

supervisão do Prof.  Thiago Verano-Braga no Núcleo de Proteômica do ICB, UFMG.  Para 

isso, cada amostra foi ressuspendida em 50 µL de água Milli-Q, 0,1% ácido fórmico (fator 

de concentração da amostra= 25 vezes) e, em seguida 10 µL desta solução foi carregado no 

sistema ACQUITY I-Class UPLC (Waters, Milford, MA, EUA) acoplado à ionização por 

eletropulverização (ESI – do inglês electrospray ionization) espectrometria de massa em 

tandem (LC-ESI-MS / MS Xevo TQ-S; Waters, Milford, MA, EUA).  Os dados foram 

adquiridos através do software MassLynx™ (Waters, Milford, MA, EUA) e a quantificação 

foi realizada pela interpolação das áreas das amostras com as áreas de uma curva de 

calibração obtida através de uma solução contendo todos os peptídeos sintéticos a 1ng/ml. 

 

3.10 Análise Estatística 

Comparação ente 2 grupos foi feita pelo teste t-Student e a comparação de 3 ou 

mais grupos por Análise de Variancia (ANOVA) seguido do pós-teste de Tukey. Esta 

análise os gráficos foram feitos com o programa GraphPad Prism (v 9.01).  Nível de 

significância foi fixado em p<0,05.    
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação da Pressão Arterial Sistólica por Pletismografia. 

Inicialmente avaliamos a PAS (mmHg) de forma não invasiva por pletismografia 

de cauda dos ratos SD e TG, machos e femêas.  Como pode ser observado na figura 10, as 

fêmeas TG apresentaram valores basais de PAS (96,0±2,8 mmHg; n=12) menores do que os 

valores registrados por seus respectivos controles, animais SD (118,3±0,8; n=10).  Da 

mesma forma, os TG machos apresentaram PAS menor (108.9±3.0 mmHg; n=7) que os SD 

machos (125,8 ± 2,3 mmHg; n=9).  Além disso, as fêmeas das duas linhagens apresentaram 

PAS menor do que a dos respectivos machos (Figura 11).  

 

 

4.2 Avaliação do Ciclo Estral  

Com o objetivo de avaliar se a PAS se alterava com as diferentes fases do ciclo 

reprodutivo, a medida de PAS foi realizada diária e juntamente com a determinação da fase 

do ciclo estral das ratas por esfregaço vaginal.  Inicialmente, as fêmeas SD e TG passaram 

por um período de familiarização com os procedimentos, averiguando a regularidade ciclo, 

e os resultados coletados nos últimos 5 dias foram utilizados para análise. Tanto as fêmeas 

TG quanto as SD apresentaram ciclo estral regular. A figura 12, apresenta valores de PAS 

(mmHg) nas diferentes fases do ciclo estral (M= metaestro, D= diestro, P= proestro e E= 

estro).  Quando não foi possível caracterizar uma única fase, a sigla DP e PE foram utilizadas 

indicando transição entre duas fases. Tanto as fêmeas SD quanto as TG não apresentaram 

diferenças significativas de PAS nas diferentes fases do ciclo. 
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Figura 11.  Valores basais de Pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) medida por pletismografia de 

cauda.  Animais SD (n=9 cada; controle) e TG (TG; n=9-15), machos e fêmeas.  Valores expressos 

como média ± EPM.  *p< 0,05 em relação ao SD ou aos machos (Teste t de Student). 
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Figura 12. Valores basais de pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) nas diferentes fases do ciclo de 

ratas SD (controle) e TG. Fêmeas SD  (n= 9) e TG (n=15).  M= metaestro, D= diestro, P= proestro e 

E= estro.  Valores expressos como média EPM.  One-way ANOVA seguido do teste de comparação 

múltipla de Tukey. 

 

 

4.3 Avaliação de Parâmetros Cardiovasculares  

Após a análise de PAS por pletismografia de cauda, os valores basais dos 

parâmetros cardiovasculares (PAM, mmHg e FC, bpm) foram obtidos, no sistema BIOPAC, 

de animais fêmeas SD e TG, bem como nos machos SD e TG.  A Tabela 1 apresenta os 

valores basais de PAM e FC de ratos SD e TG após 40-60 minutos de registro.  Na Figura 

12 é possível observar que os animais TG apresentaram valores basais de PAM menores do 

que os valores registrados por seus respectivos controles, animais SD.  A PAM das fêmeas 

SD foi estatisticamente menor que a dos machos SD (Figura 13).  No entanto, não houve 

diferença significativa entre machos e fêmeas TG.  A FC das fêmeas TG foi maior do que a 

das fêmeas SD e a dos machos TG (Tabela 1, Figura 14).  A FC dos machos TG não foi 

diferente da FC dos machos SD (Tabela 1, Figura 14).   
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Tabela 1. Valores basais de Pressão Arterial Média (PAM, mmHg) e Frequência Cardíaca (FC, bpm) 

dos animais SD e TG.  

Animais 

PAM  

(mmHg) 

FC  

(bpm) 

 

Machos SD 

(n=13) 
121,40,83  344,95,96 

 

Machos TG 

(n=18) 
104,82,01* 333,96,38 

 

Fêmeas SD 

(n=17) 
116,32,11# 329,76,46 

 

Fêmeas TG 

(n=17) 

 

103,22,34* 354.27,25*# 

Valores expressos como média ± EPM. *p< 0,05 em comparação ao SD e # p< 0.05 em comparação 

ao macho da mesma linhagem (teste t de Student); 
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Figura 13.  Valores basais de pressão arterial média (PAM, mmHg) de ratos SD e TG obtidos com 

registro de curta duração. Animais SD (n=20-23) e TG (n=15-20), machos e fêmeas. Valores 

expressos como média ± E.P.M.  *p< 0,05 em comparação aos ratos SD ou aos machos da mesma 

linhagem (teste t de Student). 
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Figura 14. Valores basais de Frequência cardíaca (FC, bpm) de ratos SD e TG obtidos com registro 

de curta duração.  Animais SD (n=20-23) e TG (n=15-20), machos e fêmeas. Valores expressos como 

média ± E.P.M. Valores expressos com *p< 0,05 em comparação aos ratos SD ou aos machos da 

mesma linhagem (teste t de Student). 
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4.4 Avaliação da Bradicardia Baroreflexa 

Após coletar os valores basais dos parâmetros cardiovasculares, foi analisado o 

índice da sensibilidade do controle barorreflexo da FC (SBR) para a bradicardia baroreflexa 

em ratos SD e TGR, machos e fêmeas.  Como pode ser observado na Figura 14 não houve 

diferença na SBR entre as femeas TG (1,1±0,05 ms/mmHg; n=10) e femeas SD (0,93±0,07 

ms/mmHg; n=8).  Da mesma forma, não houve diferença na SBR entre os machos TG 

(0,8±0,05 ms/mmHg; n=8) e os ratos SD (0,8±0,04 ms/mmHg; n=8; Figura 14.  No entanto, 

as fêmeas da linhagem TG apresentaram valores de SBR maiores do que a dos machos da 

mesma linhagem (Figura 14).  O valor de SBR das femeas SD não foi estatisticamente 

diferente do valor dos machos (Figura 14). 
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Figura 15. Sensibilidade da bradicardia barorreflexa calculada a partir da razão entre as variações 

de frequência cardíaca em intervalo de pulso (ms) e as variações de pressão arterial média (PAM, 

mmHg) induzidas por injeção endovenosa de fenilefrina.   Animais SD (n=8-9 cada) e TG (n=9-10), 

machos e fêmeas.  Valores expressos como média ± E.P.M.  *p< 0,05 em comparação aos machos 

da mesma linhagem (teste t de Student). 
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4.5 Avaliação da Atividade Autonômica Cardíaca 

Considerando que as fêmeas apresentaram maior FC basal que fêmeas SD, 

avaliamos a seguir o controle autonômico cardíaco.  O resultado da avaliação do tônus vagal 

e simpático cardíaco dos animais SD e TG, machos e fêmeas, está apresentado na Figura 15 

e 16.  Primeiramente, não foi observado diferenças significantes nos níveis basais de PAM 

e FC entre os dois dias consecutivos de registro dos animais de cada grupo (Figuras 15 e 16).   

Como pode ser observado na Figura 15, os machos TG nao apresentaram diferença na FC 

intrínseca ou no tonus simpático em relação aos ratos SD.  No entanto, os machos TG 

apresentaram tonus parassimpático menor (30.33±2.89 bpm, n=6, Figura 15) que os machos 

SD (51,43±3.25 bpm, n=7; Figura 15).  Esses resultados devem ter contribuído para a maior 

razão entre tônus simpático e tônus parassimpático dos machos TG (Figura 15). 

 

As fêmeas TG, no entanto, não apresentaram diferenças estatísticas com relação a 

FC intrínseca, tônus simpático ou parassimpático em comparação com as fêmeas SD (Figura 

16).  Entretanto, as fêmeas TG apresentaram maior tonus simpático (111,5±12.6 bpm, n=8; 

Figura 16) que os machos TG (72,4±9,4 bpm, n=7; Figura 16) e machos SD (72,4±4,1 bpm; 

n=7; Figura 17).  A razão tonus simpático/ tonus parassimpático das fêmeas TG, no entanto, 

não foi estatisticamente diferente das fêmeas SD ou dos machos SDS ou TG (Figuras 16 e 

17).  
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Figura 16. Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) nos dois dias consecutivos (1º. e 2º.) de 

registro para avaliação do tônus simpático (bpm), tônus parassimpático (bpm), frequência cardíaca 

intrínseca (bpm) e razão entre tônus simpático (TS) e parassimpático (TPS).  Machos SD (n= 7-8) e 

TG (n=6-8). *p< 0,05 em comparação do SD (teste t de Student.  
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Figura 17. Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) nos dois dias consecutivos de registro (1º. 

e 2º.) para avaliação do tônus simpático (bpm), tônus vagal (bpm), frequência cardíaca intrínseca 

(bpm) e razão entre tônus simpático (TS) e parassimpático (TPS).  Fêmeas SD (n=7-8) e TG (n=10).  

*p< 0,05 em comparação do SD (teste t de Student.  
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Figura 18. Valores de tônus simpático, parassimpático, frequência cardíaca (FC) intrínseca e a razão 

entre tônus simpático e parassimpático.   Animais SD (7-10) e TG (6-10), machos e fêmeas.  *p< 

0,05 em comparação a fêmeas ou machos da mesma linhagem; & em relação ao gênero oposto da 

linhagem SD (ANOVA seguido pelo teste de Tukey). 

 

 

4.6 Determinação do Nível de Angiotensinas no Plasma 

A Tabela 2 e a Figura 18 mostram os resultados obtidos por espectrometria de massa 

com relação a concentração plasmática de angiotensinas em ratos SD e TG, machos e 

fêmeas.  Não houve diferença nos níveis plasmáticos de Ang-(1-7) entre as linhagens TG e 

SD, tanto machos como fêmeas.  No entanto, observamos diferenças dentro das linhagens 
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(Tabela 2 e Figura 18).  As fêmeas SD apresentaram maior concentração plasmática de Ang 

I, Ang II e Ang-(1-7) que machos SD.  As fêmeas TG apresentaram maior concentração 

plasmática de Ang-(1-7) em relação aos machos TG, sem apresentar alteração significante 

de Ang I ou Ang II (Tabela 3 e Figura 17).  Finalmente os machos SD apresentaram níveis 

maiores de Ang-(1-5) em relação as fêmeas SD e TG (Tabela 2 e Figura 18).  Não houve 

diferença nos níveis plasmáticos de Ang A ou Alamandina em ratos SD e TG, machos e 

fêmeas. 

 

Tabela 2.  Concentração plasmática de angiotensinas (pg/ml) de animais SD e TG. 

  
 

Ani- 

Mais 

 

 

Ang I  

(pg/ml) 

 

 

Ang II 

(pg/ml) 

 

 

Ang-(1-7) 

(pg/ml) 

 

 

Ang 1-5 

(pg/ml) 

 

 

Ang A 

(pg/ml) 

 

 

Alamandina 

(pg/ml) 

 

 

Machos 

SD 

 

 

66,414,2 

(n= 6) 

 

 

32,64,3 

(n= 4) 

 

 

8,01,0 

(n= 5) 

 

 

     2,80,4 

(n= 6) 

 

 

     0,40,1 

(n= 8) 

 

 

     0,60,2 

(n= 8) 

 

 

Fêmeas 

SD 

 

  371,530,6*#& 

(n= 2) 

 

 

    52,18,2& 

(n= 3) 

 

 

  19,55,7* 

(n= 3) 

 

 

0,10,1* 

 (n= 4) 

 

 

     1,40,8 

(n= 4) 

 

 

     0,90,5 

(n= 8) 

 

 

Machos 

TG 

 

76,815,6      

(n= 7) 

 

 

15,43,5  

(n= 5) 

 

 

     8,51,7    

(n= 5) 

 

 

1,30,4    

(n= 5) 

 

 

     1,00,3 

(n= 7) 

 

 

     0,90,3 

(n= 8) 

 

 

Fêmeas 

TG 

 

 

99,444,6      

(n= 5) 

 

 

32,210,2    

(n= 5) 

 

 

  22,82,4*& 

(n= 4) 

 

 

0,80,4&   

(n= 5) 

 

 

     0,80,5 

(n= 3) 

 

 

     0,70,3 

(n= 8) 

 

Valores expressos como média ± EPM. *p< 0,05 em relação aos machos da mesma linhagem; #p< 

0,05 em relação a femeas de linhagem diferente; &p< 0,05 em relação aos machos de linhagem 

diferente (One-way ANOVA seguido do teste de Tukey). 
 
 



49 
 

  

0

100

200

300

400

500

Ang-I

p
g

/m
L

SD TG

# &*

0

20

40

60

80

Ang-II

p
g

/m
L

&

SD TG

0

10

20

30

40

50

p
g

/m
L

Ang-(1-7)

*

SD TG

&*

0

1

2

3

4

5

6

p
g

/m
L

Ang-(1-5)

* &

SD TG

0

1

2

3

4

5

6

Ang A

p
g

/m
L

SD TG
0

1

2

3

4

5

6

Alamandina

p
g

/m
L

SD TG

Machos

Femeas

 



50 
 

  

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

p
g

/m
L

Ang II/ Ang I

SD TG
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

p
g

/m
L

Ang-(1-7)/ Ang II

SD TG

 
 

Figura 19. Concentração plasmática de angiotensinas (pg/ml). Machos SD (n= 4-6), machos TG (n= 

5-7), fêmeas SD (n= 2-4) e fêmeas TG (n=4-5). Valores expressos como média ± EPM.  *p< 0,05 

em relação aos machos da mesma linhagem; #p< 0,05 em relação a fêmeas de linhagem diferente; 

&p< 0,05 em relação aos machos de linhagem diferente (One-way ANOVA seguido do teste de 

Tukey).  
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5. DISCUSSÃO 

Nesse estudo procuramos ampliar o conhecimento sobre o papel da Ang-(1-7) a 

partir da utilização de animais transgênicos, desenvolvidos com a metodologia descrita por 

Kats et al. (2001) e Methot et al. (2001) e utilizada anteriormente por pesquisadores do nosso 

laboratório para produzir o rato transgênico TGA7-L3292 (SANTOS et al., 2004).  O animal 

TG do presente estudo, expressa um gene que codifica uma proteína de fusão contendo a 

sequência de Ang-(1-7), e está associado a um promotor específico, o GFAP humano.  De 

acordo com estudos anteriores, este promotor direciona a expressão do gene, deixando-o 

praticamente restrito às células gliais, o que resultaria na produção e liberação do peptídeo 

principalmente no SNC (BRENNER, 1994).   

No estudo com machos desta linhagem, no entanto, foi observado a expressão do 

mRNA para o transgene e a proteína de fusão em quase todos os tecidos avaliados.  Alta 

expressão do transgene foi observada na aorta e áreas do cérebro, tais como, bulbo, 

hipocampo, hipotálamo e córtex.  Níveis baixos foram encontrados no pulmão, coração, rim, 

fígado e adrenal (ALVES et al., 2021).  Nos tecidos a expressão do mRNA estava em células 

gliais e nas células endoteliais, o que explica a detecção do mRNA na maioria dos órgãos 

analisados.  O GFAP foi utilizado como promotor para se produzir camundongos com 

deleção de genes específicos no cérebro (SINN & SIGMUND, 2000).  Além disso, foi usado 

para produzir o rato TG-AsAogen-L680, que expressa um gene antisense para o AOGEN no 

cérebro, resultando na redução da produção cerebral de AOGEN em cerca de 90% 

(SCHINKE et al., 1999).  É interessante notar quere alguma expressão do transgene em 

células endoteliais, também foi descrito nestes ratos TG-AsAogen-L680 (SCHINKE et al., 

1999).  Além disso, estudo recente mostrou que células progenitoras GFAP-positivas podem 

atuar como células-tronco para o desenvolvimento de músculo liso vascular e células 

endoteliais em camundongos (OSMAN et al., 2020), o que pode explicar a presença do 



52 
 

  

transgene fora do cérebro.  De fato, durante o desenvolvimento embrionário, GFAP é 

expresso em células tronco multipotentes que dão origem a neurônios e células da glia no 

cérebro e medula espinhal (BAJENARU et al., 2002; ZHUO et al., 2001).  Desta forma, 

apenas com a dosagem dos peptídeos no cérebro, vasos e tecidos de machos e fêmeas, uma 

lacuna do presente estudo, poderemos concluir em quais tecidos a Ang-(1-7) está aumentada 

neste animal TG.  É importante mencionar que no estudo anterior (ALVES et al., 2021) foi 

mostrado que os machos desta linhagem de transgênicos não apresentam alteração dos níveis 

plasmáticos Ang-(1-7), no entanto, apresentam aumento significante dos níveis desse 

peptídeo no cérebro sem alteração dos níveis de Ang II.  Assim esses animais transgênicos 

representam uma ferramenta valiosa para investigar os efeitos a longo-prazo dos níveis 

aumentados de Ang-(1-7) tecidual sobre o sistema cardiovascular.  No presente estudo 

realizamos a fenotipagem cardiovascular de fêmeas desta linhagem TG, comparando com 

machos da mesma linhagem. 

Primeiramente, mostramos que as fêmeas TG, da mesma forma que os machos, 

apresentam PA mais baixa que animais controle SD.  Este resultado foi obtido tanto por 

pletismografia de cauda, que é uma técnica não invasiva de medida de PAS, quanto por 

registro direto pela canulação da artéria femoral.  O resultado obtido nos machos confirma 

aqueles observados em estudo anterior realizado por Alves et al. (2021), que mostrou através 

da técnica de telemetria (registro de longa duração) que machos desta linhagem TG 

apresentam valores de PAM menores que machos SD, tanto durante o período do dia como 

o da noite.  Os resultados do presente estudo complementam e salientam que o aumento de 

longa duração dos níveis teciduais de Ang-(1-7) promove redução da PA de forma 

significativa.  Deve ser ressaltado que este resultado é bastante significante considerando o 

background normotenso do animal do qual os transgênicos foram desenvolvidos, ratos SD.   
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O outro rato transgênico descrito na literatura que apresenta superexpressão de 

Ang-(1-7) é o TGA7-L3292 (SANTOS et al, 2004).  Este animal também foi produzido pela 

mesma metodologia, no entanto, em seu constructo não foi adicionado um promotor 

específico.  No TGA7-L3292 o transgene se expressou nos testículos, de maneira que a 

proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) é formada neste tecido e o peptídeo é liberado na 

circulação.  De fato, os níveis plasmáticos de Ang-(1-7) são 2,5 vezes maiores nesses animais 

do que em controles SD (SANTOS et al., 2004).  Nenhuma expressão de mRNA ou aumento 

nos níveis de Ang-(1-7) foi detectado em outros tecidos de ratos TGA7-L3292, como rim, 

glândula adrenal, pulmão, átrio, ventrículo, fígado, cérebro e aorta.  A diferença importante 

deste animal e o TG do presente estudo é que o TGA7-L3292 apresenta um fenótipo 

normotenso semelhante ao rato SD, sugerindo que o aumento tecidual de Ang-(1-7) que 

fornece fenótipo hipotenso. 

Observamos também que as fêmeas SD e TG apresentaram PA menor que os 

machos da mesma linhagem.  Estudos em animais e humanos mostraram diferenças nos 

mecanismos responsáveis pelo controle da PA entre os sexos (ABDEL-RAHMAN; 

MERRILL; WOOLES, 1994).  Estudos mostraram que estrogênios, hormônios sexuais 

predominantemente encontrados nas mulheres, podem ter efeitos protetores sobre o sistema 

cardiovascular em mulheres na fase reprodutiva, o que pode ajudar a manter a PA, em níveis 

normais e menores que a dos homens (KNOWLTON; LEE, 2012; MENDELSOHN; 

KARAS, 1999; PATTEN; KARAS, 2006; RECKELHOFF, 2018).  Estudos mostraram 

também que em comparação a homens da mesma idade, as mulheres na pré-menopausa são 

menos propensas a desenvolver HA.  No entanto, após a menopausa, quando os níveis de 

estrogênio diminuem significativamente, a incidência de hipertensão aumenta em mulheres 

e até supera a observada em homens (DOUMAS et al., 2013; HAY, 2016).   
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Estudos mostraram também que em mulheres na pré-menopausa, altos níveis de 

estrogênio podem atenuar tonicamente a síntese de aldosterona via receptores de estrogênio 

do tipo β (ERβ), contribuindo assim para manter a pressão sanguínea normal (ROSSI; 

CAROCCIA; SECCIA, 2019).  No entanto, o aumento da PA após a menopausa pode estar 

relacionado em parte à perda da inibição da síntese de aldosterona resultante da queda nos 

níveis estrogênio (ROSSI; CAROCCIA; SECCIA, 2019). Estudos mostraram que os homens 

têm níveis de PA e aldosterona mais altos do que as mulheres, e que existe uma correlação 

positiva entre os metabólitos da testosterona, os níveis de aldosterona e a PA, além disso, 

após o início da puberdade, quando os níveis de andrógenos começam a aumentar, os 

meninos tem PA mais alta que as meninas na mesma idade (BACHMANN et al., 1987; 

ELCARTE LÓPEZ et al., 1993; MILLER; ANACTA; CATTRAN, 1999).  É interessante 

observar, por outro lado, que a reposição hormonal nas mulheres não atenua o aumento da 

PA pós-menopausa, e que nessa fase os androgênios não diminuem ou pouco se alteram 

(RECKELHOFF, 2001).  Assim os estudos mostraram que não apenas a ausência de 

hormônios femininos, mas a presença de hormônios masculinos contribui para as diferenças 

de gênero observadas na PA.  Estudos mais recentes com o objetivo de identificar os 

mecanismos envolvidos nas diferenças de gênero e HA apontam um papel importante para 

os rins, o SRA, a relaxina, e fatores relacionados a programação fetal e neonatal (AHMED 

et al., 2019; RECKELHOFF, 2018).  No entanto, estudos adicionais são ainda serão 

necessários para estabelecer as melhores estratégias para se reduzir o risco de HA e as 

subsequentes doenças cardiovasculares em ambos os sexos. 

Uma observação importante para o presente estudo foi mostrar que a PAS não 

sofreu alteração de forma significativa nas fêmeas, das duas linhagens, nas diferentes fases 

do ciclo estral. Durante o ciclo estral ocorrem flutuações hormonais que podem influenciar 

diversos sistemas fisiológicos, incluindo a PA.  Poucos estudos na literatura abordam a 
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relação entre as fases do ciclo estral e a PA.  Estudo realizado por Takezawa et al., (1994), 

através de medida de PA por telemetria por mais de 2 meses, observou uma pequena 

diferença da PA apenas durante o período noturno.  Os autores descrevem que a PAM foi 

maior na noite do proestro (103.81.3 mmHg) e na noite do estro (103.71.5 mmHg em 

relação a noite do diestro 2 (101.81.2 mmHg).  No entanto, a PA na noite na noite do 

proestro ou estro não foi diferente da PA do diestro 1 (1031.4 mmHg).  Observando com 

cuidado os dados da tabela apresentada no trabalho de Takezawa et al., 1994, pode se 

concluir que a PA na noite do diestro é menor que das outras fases.  Essas alterações da PA 

com o ciclo estral desapareceram após ovariectomia bilateral.  De qualquer forma, esses 

autores não observaram variações da PA durante o período do dia (TAKEZAWA et al., 

1994).  Estudo mais recente de Ayala-Méndes et al. (2023) avaliou simultaneamente a PA, 

através de pletismografia de cauda, e o ciclo estral em fêmeas Wistar-Kyioto (WKY) e 

espontaneamente hipertensas (SHR).  Embora a PA das SHR de 16 semanas de idade ser 

superior as das WKY de mesma idade, os autores não observaram diferenças da PAM, da 

sistólica ou da diastólica ou da FC entre as diferentes fases do ciclo estral.  Nossos dados 

estão de acordo com esses estudos, e sugerem que a comparação dos diferentes parâmetros 

analisados entre os animais, não sofre interferência das variações hormonais decorrentes das 

diferentes fases do ciclo estral. 

Em relação à FC, os resultados obtidos no registro de curta duração mostraram que 

as fêmeas TG apresentaram FC superior tanto em relação as fêmeas SD, quanto aos machos 

TG.  No estudo anterior conduzido por Alves et al. (2021), utilizando a técnica de telemetria, 

os machos TG apresentaram FC idêntica aos machos SD, porém no presente estudo, 

utilizando registro de curto prazo os machos TG apresentaram aumento da FC quando 

comparado aos machos SD.  É importante considerar que vários fatores podem influenciar 

essa diferença de FC, incluindo o uso de registro de curta duração da pressão arterial, nos 
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quais os animais podem ser submetidos a manipulação durante o processo, potencialmente 

gerando algum nível de estresse.  Dessa forma, estudos futuros deverão explorar esta 

possibilidade através de registro de longo prazo e que imponha menor estresse ao animal, 

como o registro de PA/FC por telemetria (BROCKWAY; MILLS; AZAR, 1991).  Além 

disso, é importante destacar que a regulação da FC é um processo multifatorial, influenciado 

por vários sistemas e mecanismos, incluindo o sistema nervoso autônomo (SNA) e 

hormonal.  

O papel SNA, composto pelo SNS e SNPS, já é bem descrito na literatura e é o 

principal mecanismo neural pelo qual a FC é controlada.  O SNS intensifica o automatismo 

cardíaco, aumentando a FC, enquanto o SNPS inibe, desempenhando um papel de 

desaceleração da FC.  O sistema cardiovascular é regulado por meio de ações coordenadas 

de vias neurais aferentes sinalizando distensão dos grandes vasos e câmaras cardíacas, e vias 

eferentes que transmitem fluxos simpáticos e parassimpáticos para órgãos terminais 

cardiovasculares, como coração, rins e vasculatura.  A regulação neural da FC é coordenada 

por áreas localizados no tronco cerebral, especialmente no bulbo, incluindo o núcleo motor 

dorsal do nervo vago, núcleo ambíguo e área rostroventrolateral do bulbo.  Informações 

sensoriais provenientes dos barorreceptores (localizados nos seios carotídeos e arco aórtico), 

quimiorreceptores e receptores de estiramento cardíaco, são integradas no núcleo do trato 

solitário (NTS), que por sua vez envia projeções para as áreas bulbares relacionadas com a 

modulação da atividade dos SNS e SNPS, ajustando a FC de acordo com as necessidades do 

organismo (MILLER, A. J.; ARNOLD, 2019). 

No presente estudo foi analisado o índice da sensibilidade do controle barorreflexo 

da FC. Observamos que não houve diferenças estatisticamente significantes entre os grupos 

de animais TG em comparação aos SD para bradicardia barorreflexa.  Esses resultados 

também estão de acordo com os obtidos em estudo anterior realizados apenas em machos 
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das linhagens TG e SD (ALVES et al., 2021). Entretanto, esses resultados são contrários aos 

apresentados por outros autores que descreveram a melhora da SBR após tratamento crônico 

com Ang-(1-7) central em ratos com insuficiência cardíaca (ZEBRAL et al., 2020) e também 

aumento da sensibilidade bradicardia barorreflexa pela microinjeção de Ang-(1-7) no NTS 

em ratos normotensos (CHAVES et al., 2000), ou infusão ICV em ratos normotensos 

(CAMPAGNOLE-SANTOS e et al., 1992) ou hipertensos (GUIMARÃES et al., 2012; 

KANGUSSU et al., 2015).  Além disso, estudos realizados em camundongos nocaute do 

receptor MAS mostraram redução da SBR, implicando um papel protetor endógeno da Ang-

(1-7) sobre o tônus autonômico cardíaco (DE MOURA et al., 2010).  Consequentemente, 

seria esperado que os animais TG que apresentam aumento no nível de Ang-(1-7), 

apresentassem aumento da sensibilidade da regulação reflexa da FC. Entretanto, é preciso 

destacar que o fenótipo hipotenso destes animais poderia contrabalancear o efeito direto da 

Ang-(1-7). 

É interessante observar que as fêmeas da linhagem TG, por outro lado, 

apresentaram aumento da sensibilidade do controle barorreflexo da FC em comparação aos 

machos da mesma linhagem. Embora as fêmeas SD tenham apresentado tendência de maior 

SBR em comparação aos machos SD, essa diferença não foi estatisticamente significativa.  

Esses achados sugerem que as fêmeas TG têm uma capacidade mais pronunciada de ajustar 

a FC em resposta às variações da pressão arterial.  Estudos sugerem que essas diferenças na 

SBR entre os sexos podem ser influenciadas por vários fatores, incluindo diferenças 

hormonais, e que o barorreflexo pode apresentar alterações cíclicas em fêmeas devido às 

flutuações hormonais que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (BROOKS et al., 2012).  

Essas mudanças hormonais podem afetar a função cardiovascular, incluindo a SBR.  Estudos 

anteriores mostraram que os estrogênios podem ter um efeito positivo na SBR, o que 

significa que podem facilitar o controle do SBR às mudanças na pressão arterial (SAEKI et 
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al., 1997; TANAKA et al., 2003).  Nas mulheres a SBR sofre variação durante as fases do 

ciclo reprodutivo, tendo aumento durante a fase lútea do ciclo menstrual, quando os 

hormônios gonadais (estrogênio e progesterona) estão elevados (BROOKS et al., 2012; 

GOLDMAN et al., 2009; MINSON et al., 2000).  No entanto, em estudo realizado com ratas 

submetidas à ovariectomia a variação da SBR foi abolida, isso porque, o perfil cíclico das 

mudanças no SBR reflete as mudanças no estrogênio, o qual atua no tronco cerebral para 

aumentar o SBR (BROOKS et al., 2012; GOLDMAN et al., 2009).  Deve-se salientar que 

apenas as fêmeas TG apresentaram maior SBR que os machos TG, sugerindo uma interação 

entre a Ang-(1-7) e fatores hormonais nessas fêmeas.  Contudo, é importante realizar estudos 

complementares para obter uma compreensão mais abrangente desse fenômeno e identificar 

os mecanismos subjacentes a essas diferenças na SBR existentes entre sexo/ gênero, tema 

ainda escasso na literatura.  O funcionamento dos barorreceptores arteriais pode ser 

considerado um alvo terapêutico potencial para melhorar o prognóstico de pacientes com 

doenças cardiovasculares, especialmente com uma abordagem personalizada para os 

diferentes sexos/gêneros.  

Considerando o aumento da FC basal das fêmeas TG, avaliamos a seguir possíveis 

alterações do tônus autonômico cardíaco.  Observamos que as fêmeas TG, bem como os 

machos TG, não apresentaram diferenças estatísticas na FC intrínseca e no tônus autonômico 

quando comparados aos respectivos grupos SD. As fêmeas TG, no entanto, apresentaram 

tônus simpático superior aos machos TG e SD. Este resultado está de acordo com o maior 

nível basal de FC desses animais.  Alves et al. (2021) apesar de não observarem diferenças 

significativas da FC entre os machos TG e SD, demonstraram que, os machos TG 

apresentam aumento do tônus simpático cardíaco e periférico, o que está de acordo com o 

achado do presente estudo em fêmeas TG. 
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Este resultado contrasta com o fenótipo hipotenso deste animal transgênico e com 

estudos anteriores que mostraram que infusão ou administração central (ICV) de Ang-(1-7) 

reduz o balanço simpato/vagal cardíaco (KANGUSSU et al., 2015).  Assim, estudos futuros 

serão necessários para mostrar se o aumento da atividade simpática está relacionado a um 

efeito estimulatório direto nas áreas pré-motoras do SNS no SNC ou um efeito indireto 

mediado pela menor PA do rato TG.  Deverá ser explorado também, qual o mecanismo 

hemodinâmico que determinou o fenótipo hipotenso das fêmeas TG.  Alves et al. (2021) 

mostrou que os machos TG apresentaram queda da resistência periférica total (RPT) 

associado a aumento do índice cardíaco (IC).  O maior IC não compensou a menor RPT o 

que resultou em PA mais baixa nesses animais.  Considerando a FC mais alta das fêmeas 

TG, é muito provável que a menor PA destas também esteja relacionada à queda da RPT, 

que por sua vez pode ser devido a um efeito direto da Ang-(1-7).  Essa hipótese depende da 

demonstração de que as fêmeas TG, expressam a proteína de fusão no endotélio e que a 

liberação de Ang-(1-7) está aumentada no vaso.  O mecanismo do efeito vasodilatador da 

Ang-(1-7) já foi largamente explorado na literatura, especialmente relacionado à liberação 

de óxido nítrico (SANTOS et al., 2018).  Outro mecanismo hormonal vasodilatador que pode 

estar contribuindo para a menor PA das fêmeas TG é o peptídeo natriurético atrial (ANP).  

Alves et al. (2021), mostrou que os machos desta linhagem apresentam níveis plasmáticos 

elevados de (ANP).  Já está bem estabelecido na literatura a ação vasodilatadora do ANP 

(BRENNER et al., 1990).  Animais transgênicos com aumento ANP circulante apresentam 

fenótipo hipotenso e menor risco de desenvolver hipertensão arterial (CANNONE et al., 

2013; ICHIKI, TOMOKO; BURNETT, 2017; NEWTON-CHEH et al., 2009).  Embora 

essas possibilidades ainda sejam especulativas considerando os dados do presente estudo, o 

aumento dos níveis de ANP no TG pode estar relacionado à ação direta da Ang-(1-7) no 

átrio direito ou à estimulação da liberação de ocitocina pelos núcleos paraventricular e 
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supraoptico hipotalâmicos (FELIX et al., 1991; SANTOS et al., 2018; SCHIAVONE et al., 

1988).  Estudos mostraram que a oxitocina, por sua vez, induz a liberação de ANP 

(GUTKOWSKA et al., 1997; HAANWINCKEL et al., 1995).  Certamente estudos futuros 

deverão ser realizados confirmar essas hipóteses. 

No presente estudo determinamos a concentração de angiotensinas no plasma dos 

animais TG e SD, machos e fêmeas, por espectrometria de massa.  Não observamos 

diferenças estatísticas significativas dos níveis de Ang-(1-7) circulantes entre os ratos TG e 

SD.  Embora esta conclusão esteja baseada em um pequeno número de animais, está de 

acordo com estudos anteriores de Alves et al. (2021) e sugere que a inserção do transgene 

que leva a síntese de uma proteína produtora de Ang-(1-7) não altera os níveis plasmáticos 

deste peptídeo.  Considerando que a expressão do transgene foi dirigida pelo promotor 

GFAP, espera-se que as fêmeas apresentem, da mesma forma que os machos (ALVES et al., 

2021), aumento cerebral de Ang-(1-7).  Etapas futuras deste trabalho deverão confirmar esta 

possibilidade.   

É interessante observar que as fêmeas SD apresentaram níveis plasmáticos de Ang 

I, Ang II e Ang-(1-7) maiores do que os observados em machos, sugerindo uma ativação do 

SRA circulante.  Considerando que a razão entre AngII/AngI e Ang-(1-7)/AngII das fêmeas 

SD não foi diferente dos machos SD, é possível que as fêmeas apresentem aumento da 

atividade da renina plasmática ou dos níveis de AOGEN.  Poucos estudos determinaram os 

níveis de angiotensinas em fêmeas.  Estudos mostraram que fêmeas apresentam aumento de 

AOGEN relacionada a produção de estrógeno, associado a redução da atividade da renina 

plasmática, redução da atividade da ECA, redução da expressão renal de receptor AT1 e 

redução de aldosterona (FISCHER; BAESSLER; SCHUNKERT, 2002; GALLAGHER et 

al., 1999; KOMUKAI; MOCHIZUKI; YOSHIMURA, 2010; SCHUNKERT et al., 1997).  

Por ouro lado, machos apresentam aumento da atividade da renina plasmática, aumento da 
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expressão de receptor AT1, aumento da atividade de ECA2 (CHEN, Y. F.; NAFTILAN; 

OPARIL, 1992; ELLISON et al., 1989; PENDERGRASS et al., 2008).   

Estudos realizados em humanos mostraram que os níveis de prorenina e renina em 

homens são significativamente maiores do que em mulheres.  Além disso, mulheres sem 

terapia de reposição de estrogênio também apresentam níveis significativamente maiores de 

prorenina e renina do que mulheres com terapia de reposição de estrogênio (DANSER et al., 

1998).  O estrogênio diminui significativamente a atividade de ECA e atenua as ações de 

Ang II (BROSNIHAN et al., 1997; GALLAGHER et al., 1999). Além disso, estudos 

mostraram que o tratamento crônico com estrogênio reduz a expressão de receptores AT1 

em diversos de tecidos, incluindo adrenal, rim, aorta, hipófise e cérebro (SANDBERG; JI, 

2003).  Concomitante, estudos mostraram que a expressão do mRNA para AT1 é maior na 

aorta e nos vasos mesentéricos de machos do que de fêmeas, também foi observado que 

fêmeas SHR que passaram por ovariectomia apresentaram expressão de mRNA para AT1 

similar à dos machos, e o tratamento com estrogênio reverteu a superexpressão observada 

(SILVA-ANTONIALLI et al., 2004). 

As fêmeas TG, entretanto, apresentaram apenas níveis aumentados de Ang-(1-7) 

em relação aos machos TG e SD.  Estudos realizados anteriormente por Sullivan et al. (2015) 

demonstraram que mulheres exibiram maior concentração circulante de Ang-(1-7) em 

comparação com os homens, enquanto os valores de Ang II foram semelhantes entre os 

grupos.  Da mesma forma, Chappell et al. (2013) mostraram que ratas da linhagem Lewis 

apresentam maior nível de Ang-(1-7) no plasma que os machos.  Os resultados do nosso 

estudo estão de acordo com o obtido por esses autores.  Estudos futuros deverão elucidar o 

mecanismo envolvido no aumento isolado de Ang-(1-7) nas femeas TG.  As diferenças nos 

níveis de angiotensinas, principalmente da Ang-(1-7), no plasma entre machos e fêmeas 

pode ter implicações importantes na fisiologia cardiovascular e na fisiopatologia das doenças 
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cardiovasculares.  No entanto, é necessário aumentar o n amostral e determinar a atividade 

das principais enzimas do SRA, renina, ECA e ECA2 e a expressão dos receptores MAS e 

AT1 para que se possa compreender completamente os mecanismos subjacentes a essas 

diferenças e seu impacto na saúde cardiovascular. 

 

Em síntese, os resultados obtidos no presente estudo mostram que ratos TG7371, 

machos e fêmeas, que apresentam uma proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) sob a 

regulação do promotor GFAP, tem PA mais baixa em comparação com os ratos 

normotensos, machos e fêmeas, da linhagem SD.  No entanto, não foram observadas 

alterações no controle barorreflexo ou autonômico cardíaco que pudessem explicar essa 

alteração na PA basal.  Assim, estudos futuros deverão abordar os mecanismos exatos pelos 

quais a Ang-(1-7) influencia a pressão arterial nesta linhagem de rato transgênico.  Da 

mesma forma, será necessário medir os níveis de angiotensinas em diferentes tecidos, como 

cérebro e vasos, bem como identificar as áreas do tecido ou células onde a expressão da 

proteína de fusão apresenta-se aumentada.  No presente estudo apresentamos a 

caracterização fenotípica cardiovascular de ratas TG7371, único modelo de animais 

transgênicos com superexpressão de Ang-(1-7) e que apresentam PA mais baixa.  

Considerando o “background” genético de animal normotenso, este é um resultado bastante 

relevante e torna este animal um modelo interessante para se estudar o efeito do aumento 

tecidual de longo prazo da Ang-(1-7) na fisiopatologia e tratamento de doenças 

cardiovasculares.  É importante salientar que estudos realizados em ambos os sexos, fêmeas 

e machos, poderão identificar possíveis disparidades de resposta e permitir o 

desenvolvimento de estratégias farmacológicas adaptadas a cada sexo.  Certamente esses 

estudos contribuirão para um tratamento mais eficaz e personalizado da HA e das DCV em 

homens e mulheres.  
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