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RESUMO 

No sistema nervoso central, o eixo ECA2-Angiotensina-(1-7)-receptor Mas do sistema renina-

angiotensina (SRA) desempenha um papel importante em áreas relacionadas com o controle 

cardiovascular.  Recentemente obtivemos uma linhagem de ratos transgênicos que expressa uma 

proteína de fusão produtora de angiotensina-(1-7) sob regulação do promotor GFAP, o 

[TGR(A1-7)7371].  A principal característica cardiovascular destes ratos é uma menor pressão 

arterial basal.  Este resultado, uma modificação genética em um animal normotenso ter induzido 

um fenótipo hipotensivo, é de grande importância fisiológica e reforça o papel deste eixo do 

SRA no controle da pressão arterial.  O objetivo do presente estudo foi determinar os 

mecanismos periféricos e centrais envolvidos neste fenótipo.  Primeiramente, avaliamos os 

parâmetros hemodinâmicos e os níveis plasmáticos de ANP nesses animais.  A distribuição do 

fluxo sanguíneo em vários órgãos, o débito cardíaco e a resistência periférica total foram 

investigados usando microesferas fluorescentes e os níveis de ANP através de ensaio enzimático 

(ELISA).  Em seguida, avaliamos a distribuição da expressão do transgene por 

imunofluorescência e quantificamos por RT-PCR e qRT-PCR a expressão do mRNA do 

transgene [GFAP-Ang-(1-7)] em áreas/núcleos cerebrais e em tecidos periféricos destes animais.  

Ratos TGR(A1-7)7371 apresentaram menor PAM, como esperado, e aumento dos níveis 

plasmáticos de ANP.  Além disso, apresentaram aumento significativo do fluxo sanguíneo em 

diferentes tecidos (rins, músculo, ventrículo esquerdo, mesentério, tecido adiposo marrom e 

pele), que resultaram em diminuição da resistência periférica total.  A imunoreatividade para 

proteína de fusão foi detectada em áreas medulares relacionadas com o controle cardiovascular, 

como áreas rostral e caudal ventrolateral do bulbo (RVLM e CVLM), núcleo ambíguo (Amb), 

núcleo do trato solitário (NTS) e núcleo motor dorsal do vago (nX).  No hipotálamo, os ratos 

TGR mostraram imunorreatividade para proteína de fusão apenas no núcleo supra-óptico (SON).  

Imunocoloração para proteína de fusão também foi observada em outras áreas não diretamente 

envolvidadas com o controle cardiovascular, como hipocampo, amígdala, córtex, tálamo, núcleo 
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estriado e núcleos da rafe.  Surpreendentemente, a proteína de fusão estava preferencialmente 

presente nos neurônios e o mRNA do transgene expresso em vários tecidos periféricos.  No 

entanto, não foi observado imunorreatividade para proteína de fusão em tecidos periféricos, 

como a aorta, coração, pulmão e testículo.  A expressão da proteína de fusão produtora de Ang-

(1-7) em áreas envolvidas com o controle cardiovascular no cérebro, é consistente com os 

achados cardiovasculares observados nos ratos TGR.  Esses dados confirmam e estendem 

resultados anteriores mostrando uma potente ação hipotensora induzida pelo aumento de longo 

prazo de Ang-(1-7) no cérebro determinada por vasodilatação periférica e aumento dos níveis de 

ANP.  Estes dados estabelecem também um novo modelo animal para estudo do impacto do 

aumento cerebral dos níveis de Ang-(1-7) nas doenças cardiovasculares.  
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ABSTRACT 

In the central nervous system, the ACE2-angiotensin-(1-7)-Mas receptor arm of the renin-

angiotensin system (RAS) plays an important role in areas related to cardiovascular control.  

Recently, we obtained a transgenic rat line that express an angiotensin-(1-7)-producing fusion 

protein under regulation of the GFAP promoter, the [TGR(A1-7)7371].  The main cardiovascular 

characteristic of these rats is a lower baseline blood pressure.  This result, a genetic modification 

in an animal with normotensive background would have induced a hipotensive phenotype, is of 

great physiological significance and reinforces the role of this axis of the RAS for the control of 

blood pressure.  The objective of the present study was to determine the central and peripheral 

mechanisms involved in this phenotype.  First, we evaluated the hemodynamic measurements 

and the plasma levels of the atrial natriuretic peptide (ANP) in [TGR(A1-7)7371] rats.  Blood 

flow distribution, cardiac output, cardiac index and total peripheral resistance were investigated 

by using fluorescent microspheres and plasma levels of the ANP by enzymatic immunoassay 

(ELISA).  Next, we evaluated the distribution of transgene expression by immunofluorescence 

and quantified by RT-PCR and qRT-PCR the expression of the transgenic mRNA [GFAP-Ang-

(1-7)] in areas/nucleus and cell types of the brain and in peripheral tissues of theses animals.  

TGR(A1-7)7371 rats presented lower MAP, as expected, and plasma increase of ANP.  Further, 

TGR rats showed a significant increase in blood flow in different tissues (kidneys, mesentery, 

muscle, spleen, brown fat, heart and skin), which resulted in a decrease in total peripheral 

resistance.  Higher intensity labeling for the fusion protein was identified in medullary areas 

related with cardiovascular control, as the rostral and caudal ventrolateral medulla (RVLM and 

CVLM), nucleus ambiguus (Amb), nucleus tractus solitarius (NTS) and dorsal motor nucleus of 

the vagus nerve.  In the hypothalamus, the TGR(A1-7)7371 rats showed immunoreactivity to the 

fusion protein only in the supraoptic nucleus (SON).  Immunostaining for fusion protein has also 

been observed in other areas not directly involved with cardiovascular control, such as the 

hippocampus, amygdala, cortex, thalamus, striatum and raphe nuclei.  Surprisingly, fusion 
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protein was preferentially present in neurons and transgenic mRNA expressed in various 

peripheral tissues. However, immunoreactivity for fusion protein was not observed in peripheral 

tissues, such as the aorta, heart, lung and testis.  The expression of an angiotensin-(1-7)-

producing fusion protein in areas involved with cardiovascular control in the brain was 

consistent with the previous cardiovascular findings observed in these rats.  These data support 

and extend previous results showing a potent hypotensive action induced by the long-term 

increase of Ang-(1-7) in the brain, which is determined by peripheral vasodilation and increased 

ANP levels.  These data also establish a new animal model to study the impact of increase in 

Ang-(1-7) cerebral levels in cardiovascular diseases. 
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I REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Sistema Renina Angiotensina 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema hormonal complexo, conhecido por 

desempenhar um papel importante na homeostase cardiovascular e balanço hidroeletrolítico.  

Numerosos estudos contribuiram para identificar os principais efetores do SRA e sua 

participação em mecanismos fisiológicos e fisiopatológicos. Inicialmente, este sistema era 

considerado como uma via proteolítica linear produtora de um único peptídeo biologicamente 

ativo, a angiotensina (Ang) II.  Nos últimos 30 anos novos componentes ativos do sistema foram 

identificados, a Ang-(1-7) (Santos e cols., 1988; Schiavone e cols., 1988, Campagnole-Santos e 

cols., 1989), a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Tipnis e cols, 2000; Donoghue e 

cols., 2000), o receptor de pró-renina/renina (Nguyen e cols., 2002), a proteína Mas como 

receptor da Ang-(1-7) (Santos e cols., 2003), a alamandina e o receptor MrgD (Lautner e cols., 

2013).  A Figura 1 mostra em um diagrama as principais enzimas e peptídeos da cascata atual do 

SRA. 

Em 1898, Tigerstedt e Bergman mostraram que um extrato aquoso de rim de coelho 

continha uma substância ativa que aumentava a pressão arterial sanguínea, designada por eles 

como “renina” (para revisão ver Marks e Maxwell, 1979).  No final da década de 30, a renina foi 

considerada mais catalisadora do que uma substância ativa, agindo como uma enzima em um 

substrato presente no plasma.  Em 1939, o produto ativo no plasma foi finalmente identificado ao 

mesmo tempo em laboratórios diferentes e, posteriormente, denominado angiotensina pelos seus 

descobridorrs, os cientistas Eduardo Braun-Menéndez e Irvine H Page.  Nos anos que se 

seguiram foi demonstrado a existência de duas formas de angiotensina, designadas angiotensina I 

e II (Skeggs e cols., 1954; Helmer, 1957) e a participação de outra enzima, a enzima conversora 

de angiotensina (ECA), responsável pela conversão da Ang I, um peptídeo inativo, em uma 

forma ativa, Ang II (Helmer, 1957; Yang e cols., 1970a).  
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Figura 1.  Cascata atualizada do Sistema Renina Angiotensina (SRA) 

Ilustração das vias de formação dos peptídeos do SRA. ECA, enzima conversora de 

angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; APA, aminopeptidase A; APN, 

aminopeptidase N; PRCP, prolilendopeptidase; PEP, prolilendopeptidase; NEP, endopeptidase 

neutra; PCP, prolilcarboxipeptidase; CP, carboxipeptidase; AP, aminopeptidase; Dcase, 

descarboxilase; THOP, thimet oligopeptidase.  Extraída de: Santos e cols., Physiol Rev. 98: 505-

553, 2018. 

 

Os trabalhos descritos acima foram cruciais para o início da compreensão do SRA como 

regulador do sistema cardiovascular e renal.  A cascata de hidrólise do SRA circulante se inicia 

quando uma α-glicoproteína liberada principalmente pelo fígado, o angiotensinogênio (AOGEN) 

é hidrolisada na circulação por uma aspartil protease, a renina, secretada pelas células 

justaglomerulares dos rins, formando o decapeptídeo Ang I.  A monocarboxipeptidase, ECA, 
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presente no endotélio vascular remove dois aminoácidos da porção C-terminal, a fenilalanina e a 

histidina (Phe-His), da Ang I formando o octapeptídeo Ang II, principalmente na circulação 

pulmonar.  A Ang II é o principal efetor deste eixo do sistema.  No entanto, estudos mostraram 

que o SRA não é apenas um sistema peptidérgico endócrino, mas possui ações parácrinas e 

autócrinas em vários tecidos levando ao conceito da existência de um SRA, ou da formação local 

de angiotensinas (Danser, 2003; Paul e cols., 2006a).   

A Ang II também pode ser formada por outras vias alternativas, por exemplo serina 

proteases, quimase e catepsina A, que podem hidrolisar a Ang I formando Ang II, ou pela 

hidrólise direta do AOGEN por outras serina proteases, tonina e pela catepsina G (Tonnesen e 

cols., 1982; Wintroub e cols., 1984; Resende e Mill, 2002).  Contudo, apesar da Ang II, ainda, 

ser o principal produto ativo do SRA, sabe-se hoje, que outros peptídeos biologicamente ativos 

podem ser formados na cascata de hidrólise do SRA, na circulação e principalmente nos tecidos 

e, estes incluem, a Ang-(2-8) (Ang III), a Ang-(3-8) (Ang IV), a Ang-(1-7), a Ang-(1-12), a Ang-

(1-9), a Ang A e a Alamandina, indicando que este é um sistema com múltiplos mediadores 

(Flores-Munoz e cols., 2012; Etelvino e cols., 2014; Huber e cols., 2017). 

 Tradicionalmente, a Ang II é conhecida pelos seus efeitos hemodinâmicos participando 

da regulação da resistência vascular, como um potente vasoconstritor e modulador da atividade 

simpática, contribuindo para retenção de água e sódio, além de estimular a liberação de 

vasopressina e aldosterona.  Entre outras ações, a Ang II estimula a síntese de radicais livres, 

prostanóides, citocinas, fatores de transcrição e de crescimento.  Desta forma, a Ang II está 

envolvida na fisiopatologia da hipertensão arterial, hipertrofia e fibrose cardíaca associada com o 

remodelamento ventricular e insuficiência cardíaca e também desenvolve uma papel importante 

na síndrome metabólica e diabetes (Bader e Ganten, 2008; Herichova e Szantoova, 2013; Passos-

Silva e cols., 2015).   

A Ang II exerce suas ações via receptores de membrana específicos acoplados a proteína 

G, denominados receptores AT1 e AT2.  As ações mencionadas no parágrafo acima são 
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mediadas pelo receptor AT1.  A interação da Ang II com o receptor AT2 desencadeia ações 

opostas àquelas via receptor AT1, como vasodilatação, inibe o crescimento e remodelamento 

celular, além de propriedades pró-apoptóticas (Bermann e cols., 1997; Bader e Ganten, 2008; 

Sun e cols., 2012; Herichova e Szantoova, 2013).   

Os receptores AT1 estão presentes em muitos tecidos, incluindo cérebro, coração, vasos, 

rim, adrenais e outros.  Em roedores, existem duas isoformas do receptor AT1, AT1A e AT1B, o 

receptor AT1A medeia a maioria das ações da Ang II.  O mecanismo de transdução de sinal do 

receptor AT1 envolve ativação da fosfolipase C e da fosfolipase A2 seguida pela formação do 

inositol trifosfato e do diacilglicerol os quais levam a mobilização de cálcio citosólico, 

resultando em contração do músculo liso e a ativação da proteína quinase C (PKC), 

respectivamente.  Além dessa via de transdução de sinal, a ativação dos receptores AT1 também 

pode levar a inibição da adenilato ciclase, a abertura de canais de cálcio e a ativação de tirosinas 

quinases (Bermann e cols., 1997; Bader e Ganten, 2008; Herichova e Szantoova, 2013; Passos-

Silva e cols., 2015).   

O receptor AT2 apresenta 34% apenas de homologia ao receptor AT1 com alta expressão 

em tecido fetal em desenvolvimento.  Em adultos, a expressão do receptor AT2 é restrita a 

glândulas supra-renais, rins, útero, ovário, coração e algumas regiões do cérebro.  Embora a 

função dos receptores AT2 não esteja completamente elucidada, eles parecem contrabalançar 

alguns dos efeitos mediados pelo receptor AT1 no coração, vasos e na modulação da apoptose, 

estimulando a produção de bradicinina, óxido nítrico (NO), guanosina monofosfato cíclica 

(GMPc), ativando fosfolipase A2 e gerando prostaglandinas (Bermann e cols., 1997; Herichova e 

Szantoova, 2013). 

Outro peptídeo ativo do SRA, a Ang III [Ang-(2-8)], formada pela ação da 

aminopeptidase A (APA), apresenta a princípio, efeitos semelhantes àqueles produzidos pela 

Ang II, com maior ou aproximadamente a mesma afinidade pelo receptor AT1.  No SNC, 

considera-se que o mediador final deste eixo seja a Ang III.  A metabolização de Ang III pela 
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aminopeptidase N (APN) ou aminopeptidase B (APB), forma Ang IV [Ang-(3-8)] um peptídeo 

biologicamente ativo com afinidade muito baixa por receptores AT1 e AT2, exercendo suas 

ações via receptor AT4 uma aminopeptidase insulina-regulada, a IRAP.  As ações de Ang IV via 

IRAP incluem vasodilatação renal, hipertrofia e ativação do fator de transcrição NF-κB (factor 

nuclear kappa B) (Santos e cols., 2003; Wright e cols., 2003; Fyhrquist e Saijonmaa, 2008; Marc 

e Llorens-Cortes, 2011).  

A Ang-(1-7) foi considerada um membro inativo do SRA por um longo tempo, esse 

conceito começou a mudar quando os estudos de Schiavone e cols. em 1988 mostraram, pela 

primeira vez, que a Ang-(1-7) era equipotente à Ang II para estimular a liberação de 

vasopressina (AVP) em uma preparação de explantes hipotálamo-neurohipófise.  O trabalho 

subsequente de Campagnole-Santos e cols. (1989), mostrou que a microinjeção de doses baixas 

(fmoles) de Ang-(1-7) no núcleo do trato solitário induzia efeito hipotensor, semelhante ao da 

Ang II.  Estes trabalhos indicaram pela primeira vez que a Ang-(1-7) poderia ser um novo 

peptídeo biologicamente ativo do SRA, principalmente porque Santos e cols. em 1988 haviam 

mostrado que a formação de Ang-(1-7) poderia ocorrer de forma independente da formação de 

Ang II, ou seja, não se tratava apenas de um produto do metabolismo de Ang II.  Desde então, 

vários trabalhos contribuíram para estabelecer o papel da Ang-(1-7) dentro do SRA.   

Hoje o heptapeptídeo, Ang-(1-7), é reconhecido como um membro ativo do SRA, que 

pode ser gerado por diversas endopeptidases e carboxipeptidases a partir da Ang I ou Ang II 

(Huber e cols., 2017; Santos e cols., 2018), e por via independente da ECA.  De forma 

importante a Ang-(1-7) pode ser formada por uma enzima homóloga à ECA, a enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Tipnis e cols, 2000; Donoghue e cols., 2000), que é 

insensível aos inibidores de ECA (IECA) (Donoghue e cols., 2000).  A formação de Ang-(1-7) a 

partir da Ang I via ECA2, envolve a produção de um intermediário, a Ang-(1-9), e sua 

subsequente hidrólise pela ECA ou pela endopeptidase neutra (NEP) (Rice e cols., 2004).  No 

entanto, a eficiência catalítica dessa via é muito menor do que a conversão a partir da Ang II via 
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ECA2.  Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode ser hidrolisada pela ECA, formando Ang-(1-5) ou 

por aminopeptidases originando Ang-(2-7) e Ang-(3-7) considerados peptídeos inativos.  

Finalmente, recentemente observou-se que o primeiro aminoácido da Ang-(1-7) pode ser 

descarboxilado dando origem a um membro ativo do sistema, a Des-Asp1-Ala1-Ang-(1-7), a 

Alamandina (Lautner e cols., 2013).  

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

acoplado a proteína G, o receptor Mas (Santos e cols., 2003), podem ser antagonizadas por um 

peptídeo sintético modificado da Ang-(1-7), o A-779, reconhecido como antagonista seletivo do 

receptor Mas (Santos e cols., 1994; Ambühl e cols., 1994).  Apesar de exercer alguns efeitos 

fisiológicos semelhantes aos da Ang II, após administração aguda, como a liberação de 

vasopressina e estimulação de áreas cerebrais, vários estudos mostram que a Ang-(1-7) possui 

muitos efeitos que são opostos aos desempenhados pela Ang II, como efeito vasodilatador, 

estimulador do controle barorreflexo, anti-proliferativo, anti-arritmogênico, anti-angiogênico, 

modulador da excreção de sódio e modulador da atividade do sistema nervoso autônomo (SNA).  

Estas ações estabeleceram a Ang-(1-7) ou a via ECA2/ Ang-(1-7)/ receptor Mas como um eixo 

contra-regulatório as ações do eixo ECA/ Ang II/ AT1 (Santos e cols., 2018). 

Outros componentes do SRA identificados como, a Ang-(1-12) e a Ang A, podem atuar 

como precursores para a formação de peptídeos menores ou possuir efeitos independentes do seu 

papel como substrato.  A Ang-(1-12) foi identificada por Nagata e cols. em 2006 em vários 

tecidos de roedores servindo como substrato independente da renina para a formação de Ang I e 

Ang II.  Os efeitos da Ang-(1-2) podem ser bloqueados pelos IECA ou por antagonistas do 

receptor AT1, sugerindo seu papel como precursor da Ang II (Nagata e cols., 2006; Jessup e 

cols., 2008).  No entanto, Chan e cols. (2013) relataram que a Ang-(1-12) se liga aos receptores 

AT1, sugerindo que, em algumas condições, seus efeitos poderiam ser independentes de seu 

papel como substrato.  Além disso, a microinjeção de Ang-(1-12) em áreas discretas do bulbo e 

do hipotálamo induziu efeitos cardiovasculares que foram parcialmente antagonizados pelo A-
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779, sugerindo que a Ang-(1-12) poderia também ser metabolizada em Ang-(1-7) (Ferrario e 

cols., 2014).   

A Ang A é um octapeptídeo identificado pela primeira vez no plasma humano por 

Jankowski e cols. (2007) e difere da Ang II apenas em um resíduo de aminoácido devido à 

descarboxilação do aspartato (Asp1) em alanina (Ala1).  Esse peptídeo tem a mesma afinidade 

que a Ang II pelos receptores AT1 e AT2 e, produz efeitos, tais como, vasoconstrição em rim de 

rato isolado e efeito pressor e de vasoconstrição renal em ratos anestesiados normotensos e 

hipertensos (Yang e cols., 2011a). No entanto, os efeitos desencadeados pela Ang A são menos 

pronunciados que os provocados pela Ang II.  Mais recentemente, foi observado que a Ang A 

serve como substrato para formação de Alamandina (Lautner e cols., 2013). 

O heptapeptídeo Alamandina, foi descrito por Lautner e cols. (2013), e identificado e 

caracterizado como um novo membro do SRA, presente no plasma de camundongos, ratos e 

humanos.  Nesse estudo, Lautner e cols. (2013) descreveram a formação de Alamandina tanto 

pela hidrólise do octapeptídeo Ala1-Ang II, (Ang A), pela ECA2 humana, como pela 

descarboxilação do aminoácido Asp1 na porção N-terminal em Ala1 da Ang-(1-7).  Até o 

momento as ações da Alamandina se assemelham às da Ang-(1-7).  Em anéis de aorta de 

camundongos FVB/N e ratos Wistar, a Alamandina promoveu vasodilatação dependente do 

endotélio, e da liberação de NO.  Diferente dos efeitos da Ang-(1-7), o pré-tratamento com o 

antagonista do receptor Mas, A-779, não bloqueou o efeito vasodilatador induzido pela 

Alamandina.  O efeito vasorrelaxante também foi preservado em camundongos com deficiência 

do receptor Mas.  Desta forma, o novo peptídeo não parecia atuar via receptor Mas.  Nesse 

mesmo estudo, Lautner e cols. (2013) mostraram que os efeitos da Alamandina eram bloqueados 

por outro antagonista, o D-Pro7-Ang-(1-7), e identificaram um outro receptor específico de 

membrana acoplado a proteína G, o receptor MrgD.  

A Alamandina também promove atenuação da hipertensão em ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) (Lautner e cols., 2013), redução da vasoconstrição induzida pela Ang A em 
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aorta de coelhos com aterosclerose induzida (Habiyakare e cols., 2014), possui um efeito pressor 

inicial, via receptor AT1, seguindo de um efeito depressor quando infundida em modelo de rato 

2 rins-1clip (Soltani e cols., 2017).  A nível cerebral, a Alamandina apresenta efeito pressor na 

área rostroventrolateral do bulbo (RVLM) e efeito depressor na área caudoventrolateral do bulbo 

(CVLM), que são bloqueadosa pela administração do antagonista D-Pro7-Ang-(1-7) (Lautner e 

cols., 2013; Soares e cols., 2017).  

 

1.2 Sistema Renina Angiotensina Cerebral 

Há várias décadas está bem estabelecido que além do SRA periférico, existe um sistema 

local no cérebro, especialmente considerando a presença de todos os componentes do SRA no 

SNC (Paul e cols., 2006).  Embora tenha sido difícil de se detectar níveis apreciáveis de renina 

no SNC (Paul e cols., 1988; Tada e cols., 1989), um SRA cerebral independente do circulante foi 

sempre bem aceito, uma vez que grande parte das áreas que expressam receptores AT1 e AT2 

estão dentro da barreira hemato-encefálica (BHE).  

O primeiro estudo que sugeriu um SRA cerebral foi realizado por Bickerton e Buckley, 

em 1961, em cães através de circulação cruzada.  Estes autores mostraram que as ações centrais 

específicas da Ang II eram independentes dos efeitos periféricos.  Fitzsimons e cols. em 1971, 

mostraram que injeção de Ang II diretamente nos ventrículos cerebrais de ratos, produzia efeito 

dipsogênico.  Outros autores mostraram que a Ang II interage com áreas encefálicas relacionadas 

com o sistema nervoso autônomo (SNA), promovendo aumento da pressão arterial (PA) 

(Ferrario e cols., 1970).  A evidência da presença da renina no cérebro sempre foi um fator 

limitante, pois fornecia a base enzimática da produção de angiotensina local.  Fisher-Ferraro e 

cols. (1971) e Ganten e cols. (1971a e 1971b), pela primeira vez, relataram uma atividade 

enzimática semelhante à renina no SNC.  Desta forma, esses estudos indicaram que havia um 

SRA cerebral independente do SRA endócrino/ circulante, especialmente porque enquanto os 
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outros tecidos poderiam captar Ang II diretamente do sangue, o cérebro estaria protegido pela 

BHE. 

A dificuldade em detectar quantidades significativas de renina no SNC e a presença de 

áreas desprovidas de BHE, chamadas de órgãos circunventriculares (CVOs), provocou dúvida 

sobre a geração de Ang II no cérebro.  No entanto, Sirett e cols. em 1977 identificaram a 

presença de sítios de ligação para Ang II em várias áreas no SNC.  E em 1985, Lind e cols., 

mostraram a expressão local de Ang II no núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), núcleo 

supra-óptico (SON), CVOs e no núcleo do trato solitário (NTS).  Além disso, vários autores 

relataram a impermeabilidade da BHE e da barreira sangue – líquido cefalorraquidiano à Ang II 

(Joy e Lowe, 1970; Volicer e Loew, 1971; Schelling e cols., 1976).  Em adição, estudos 

mostraram que o AOGEN era sintetizado preferencialmente em células da glia, e, uma vez 

sintetizado, o AOGEN era secretado no espaço intersticial e no líquido cefalorraquidiano 

servindo de principal fonte para formação de Ang II cerebral (Deschepper e cols., 1986; 

Stornetta e cols., 1988).  Juntamente com esses achados, outros estudos mostraram a presença de 

ECA em várias regiões do cérebro, utilizando a técnica de autorradiografia.  Por ser uma 

ectoenzima, a ECA deve pode estar presente na membrana da célula, o que significa que as 

angiotensinas no SNC devem ser formadas fora da célula e, serem captadas por neurônios ou 

serem formadas por um mecanismo independente da ECA, possivelmente através da ação da 

catepsina G ou tonina (Mendelsohn e cols., 1984; Strittmatter e cols., 1984; Plunkett e cols., 

1985; Chai e cols., 1987).   

A controvérsia em torno da existência do SRA cerebral, no entanto, começou a ser 

lentamente minimizada apenas com evidências que mostraram a expressão de renina no SNC.  

Baseando nos achados de Ganten e cols. (1971a), os grupos de Lindpaintner (1999) e Sigmund 

(2006) relataram a presença da prorenina secretada e da renina não secretada (intracelular) no 

cérebro de roedores e humanos.  Mais ainda que a superexpressão desses dois compostos levava 
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à hipertensão arterial, confirmando o papel fundamental desse sistema na regulação PA (Huber e 

cols., 2017).  

A expressão da Ang II é alta no hipotálamo, sistema límbico, tronco cerebral e medula 

espinhal (Phillips e Sumner, 1998).  A caracterização e a detecção de receptores para Ang II no 

SNC também foi uma importante condição para a determinação da existência do SRA cerebral 

(Paul e cols., 2006).  Estudo realizado por Phillips (1987), mostrou que microinjeções de Ang II 

em núcleos centrais podem produzir efeitos pressor, liberação de vasopressina, efeito dipsogênio, 

redução da sensibilidade barorreflexa e aumento da atividade do sistema nervoso simpático.  

Outros estudos também mostraram a presença dos receptores angiotensinérgicos particularmente 

em regiões que exercem importante função na regulação da PA e da homeostase dos fluidos 

corporais, tais como CVO e NTS (Huber e cols., 2017). 

Além da Ang II, outros peptídeos angiotensinérgicos, como a Ang III, Ang IV, Ang-(1-7) 

e Alamandina também foram identificados no cérebro (Huber e cols., 2017).  A Ang III foi 

considerada anteriormente um dos principais peptídeos efetor do SRA cerebral (Reaux-Le 

Goazigo e cols., 2005).  Embora a Ang II seja bem aceita como a principal forma ativa das 

angiotensinas no SNC, alguns estudos têm favorecido a hipótese de que a conversão da Ang II 

em Ang III seja necessária para a expressão das ações centrais da Ang II, sugerindo que Ang III 

seja o efetor final para o controle da PA, liberação de vasopressina e efeito dipsogênico (Zini e 

cols.,1996; Song e cols., 1997; Reaux e cols., 2001; Wright e cols., 2003).  A Ang III têm maior 

ou aproximadamente a mesma afinidade pelos receptores AT1 e AT2 que a Ang II, pode ser 

gerada a partir da Ang II quando a aminopeptidase A cerebral hidrolisa o resíduo aspártico N-

terminal da Ang II ou via ECA, que pode converter Ang I diretamente em Ang III (Huber e cols., 

2017).   

Como descrito anteriormente a Ang III é metabolizada em Ang IV pela APN e APB.  A 

Ang VI ao contrário das outras angiotensinas apresenta ações mais restritas, com baixa afinidade 

pelos receptores AT1 e AT2, exercendo suas ações preferencialmente via receptor AT4 ou IRAP.  
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Acredita-se que os receptores AT4 estejam mais ligados a regulação das funções cognitivas, 

sensoriais e motoras e não desempenham um papel crucial no controle e regulação 

cardiovascular (Huber e cols., 2017).  Desta forma, é provável que os efeitos cardiovasculares 

observadas com a administração intracerebroventricular (ICV) de Ang IV em ratos, sejam 

mediados pelos receptores AT1 (Huber e cols., 2017). 

A Ang-(1-7) é outro peptídeo ativo do SRA presente no SNC e o foco da maioria dos 

estudos de nosso laboratório durante os últimos 30 anos.  A primeira evidência in vivo 

mostrando que a Ang-(1-7) era um neuropeptídeo biologicamente ativo foi descrita por 

Campagnole-Santos e cols. em 1989.  Neste estudo, a microinjeção de Ang-(1-7) no NTS ou no 

núcleo motor dorsal do vago (nX) causou efeito depressor e bradicárdico.  Em seguida, no 

mesmo ano, Block e cols. descreveram a localização da Ang-(1-7) no hipotálamo em núcleos 

envolvidos com o controle cardiovascular.  Chappell e cols. (1989), identificaram a presença de 

Ang-(1-7) em extratos hipotalâmicos.  Posteriormente, imunocoloração intensa para Ang-(1-7) 

foi demonstrada em neurônios do SON e PVN do hipotálamo de ratos hipertensos 

TGR(mREN2)27 (Krob e cols., 1998) e a expressão de Ang-(1-7) também foi observada em 

cultura primária de neurônios de áreas do tronco cerebral e do hipotalámo, sugerindo também 

uma localização intracelular deste peptídeo em neurônios (Santos e cols., 2018). 

Em 2003, um receptor órfão acoplada a proteína G, o receptor Mas, foi identificado em 

nosso laboratório por Santos e cols. como sendo o receptor da Ang-(1-7).  Posteriormente, 

imunorreatividade para o receptor Mas foi descrita preferencialmente em neurônios por Becker e 

cols. (2007), em diversas áreas cerebrais de ratos Wistar, entre elas, núcleos do hipotálamo 

(PVN, SON) e áreas bulbares (NTS, RVLM, CVLM, NA), as quais estão relacionadas com a 

homeostase cardiovascular e balanço hidroeletrolítico.  Além disso, outras áreas também 

mostraram expressão para o receptor Mas, como hipocampo, diferentes regiões do córtex, núcleo 

talâmico anterodorsal, amígdala e núcleo hipoglosso (nXII) (Bunnemann e cols., 1992; Metzger 

e cols., 1995; Becker e cols., 2007; Freund e cols., 2012).  Recentemente, Regenhardt e cols. 
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(2013) mostraram imunorreatividade para o receptor Mas principalmente no soma de neurônios e 

micróglia do córtex cerebral de ratos adultos.  Nenhuma marcação para o receptor Mas foi 

observada em astroglias.  

Doobay e cols. em 2007, mostraram que a ECA2 está presente no cérebro, completando a 

identificação de todos os elementos do eixo ECA2 – Ang-(1-7) – Mas no SNC.  Este estudo 

ainda mostrou que a expressão da ECA2 está localizada preferencialmente em neurônios e 

disseminada em todo cérebro, desde o telencéfalo até o bulbo.  Desta forma, a presença do 

receptor Mas e da ECA2 em áreas relacionadas aos efeitos da Ang-(1-7), sugerem fortemente o 

envolvimento deste receptor nas ações da Ang-(1-7) e a síntese cerebal de Ang-(1-7) pela ECA2.   

A Ang-(1-7) age como um importante neuromodulador, especialmente em áreas 

relacionadas ao controle tônico e reflexo da PA, como o hipotálamo e bulbo.  Em contraste com 

a Ang II que produz atenuação da bradicardia barorreflexa e aumento da PA, a Ang-(1-7) 

demonstrou melhorar o controle barorreflexo da frequência cardíaca e reduzir PA tanto em 

animais normotensos quanto hipertensos (Campagnole-Santos, 1992; Huber e cols., 2017; Santos 

e cols., 2018).   

A injeção de Ang-(1-7) no NTS, induz excitação neuronal (Barnes e cols., 1990), redução 

da PA em ratos normotensos (Campagnole-Santos e cols., 1989) e hipertensos (Chaves e cols., 

2000; Diz e cols., 2008a) e um aumento significativo da sensibilidade do controle barorreflexo 

da FC (Chaves e cols., 2000).  Complementando esses dados, foi observado por Diz e cols. 

(2008b), que a injeção de um inibidor da ECA2 no NTS atenua a função barorreflexa para o 

controle da FC em resposta ao aumento da pressão arterial, sugerindo que a síntese local de Ang-

(1-7) a partir da Ang II é necessária para manter a sensibilidade normal do controle barorreflexo 

da FC.   

Na CVLM, a Ang-(1-7) possui efeito hipotensor semelhante ao observado para Ang II em 

ratos normotensos (Alzamora e cols., 2002; Alzamora e cols., 2006) e hipertensos (Ferreira e 

cols., 2008).  Esse efeito pode ser bloqueado pelo antagonista do receptor Mas da Ang-(1-7), A-
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779, e o efeito hipotensor da Ang II pelo antagonista do receptor AT1, losartan (Santos e cols., 

1994).  A redução da pressão arterial causada pela Ang-(1-7) na CVLM se deve a estimulação de 

uma via nitrérgica sensível aos inibidores de NOS, L-NAME e 7-NI, enquanto a Ang II atua 

preferencialmente diminuindo o tonus simpático (Sasaki e cols, 1990; Sesoko e cols., 1995; 

Alzamora e cols., 2002).  Além disso, a microinjeção de Ang-(1-7) na CVLM facilita a 

taquicardia barorreflexa e atenua a bradicardia, efeitos que, são abolidos com a administração 

intravenosa de M-atropina, sugerindo dependência de um mecanismo periférico 

colinérgico/nitrégico (Alzamora e cols., 2006).   

Wang e cols. em 2005, mostraram que a resposta depressora causada pela Ang-(1-7) na 

CVLM é acompanhada por aumento da liberação de glutamato e uma diminuição da liberação 

taurina.  Esses efeitos são bloqueados pelo antagonista do receptor Mas, o A-779, que causa 

efeito oposto sobre a liberação desses neurotransmissores.  O glutamato e a taurina são 

neurotransmissores excitatório e inibitório, respectivamente, que desempenham papéis 

importantes na regulação da atividade cardiovascular tônica e reflexa na CVLM (Kubo e cols., 

1993).  Desta forma, esses dados sugerem que a Ang-(1-7) pode modular a liberação de 

glutamato e taurina na CVLM, o que contribui, pelo menos em parte, para o efeito hipotensor da 

Ang-(1-7).  

Aumento na pressão arterial pode ser observado quando a Ang-(1-7) foi injetada na 

RVLM de ratos normotensos (Fontes e cols., 1994; Fontes e cols., 1997; Zhou e cols., 2010; Li e 

cols., 2012) e um aumento mais pronunciado foi observado em ratos hipertensos (Nakagaki e 

cols., 2011; Ferreira e cols., 2015).  A RVLM desempenha um papel fundamental na regulação 

da atividade vasomotora simpática, e a Ang-(1-7) quando injetada na RVLM, é tão eficaz quanto 

a Ang II, em aumentar o reflexo aferente simpático cardíaco, mesmo sem alterar o barorreflexo, 

resultando em um aumento da atividade nervosa simpática renal e da PAM (Alzamora e cols., 

2006; Zhou e cols., 2010; Li e cols., 2013).  Por sua vez, o bloqueio seletivo das ações 
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endógenas da Ang-(1-7) na RVLM pelo A-779 (resposta aguda), resulta em diminuição da PA 

(Fontes e cols., 1997; Fontes e cols., 2000; Li e cols., 2012; Li e cols., 2013).  

O efeito pressor induzido por injeção de Ang-(1-7) na RVLM pode envolver a liberação 

de glutamato, vasopressina e aumento do tônus simpático associado a diminuição de glicina, 

taurina e GABA (Santos e cols., 2018).  Por outro lado, a microinjeção de Ang-(1-7) próxima a 

RVLM não tem efeitos significativos na PAM e na atividade autonômica simpática renal, 

esclarecendo a especificidade da Ang-(1-7) na RVLM e confirmando não ser um efeito geral no 

SNC (Huber e cols., 2017). 

Microinjeção de Ang-(1-7) no hipotálamo anterior (HA), não alterou a PA de ratos 

normais, porém reduziu a PA de ratos com desnervação dos barorreceptores.  Por outro lado a 

Ang II produziu efeito excitatório em ratos controles e com desnervação dos pressoreceptores 

(Höcht e cols., 2008).  Além disso, microinjeção de IECA no HA reduziu a PA dos ratos 

desnervados e esse efeito foi bloqueado por A-779, sugerindo que a queda da PA causada pelos 

IECA é devido a formação de Ang-(1-7) (Höcht e cols., 2008).  Cerrato e cols. (2012) também 

mostraram que a injeção de Ang-(1-7) no HA causa redução da PA em ratos SHR, e que, esse 

efeito é atenuado com a inibição da síntese de NO.  Os autores também relatam que a Ang-(1-7) 

induziu um aumento na atividade de NOS e na expressão de NOS neuronal (nNOS) no 

hipotálamo de SHR.  Reforçando a ação da Ang-(1-7) na geração de NO, o estudo de Yang e 

cols. (2011), mostrou que a estimulação de neurônios catecolaminérgicos com Ang-(1-7) causou 

um aumento na síntese de NO por meio da ativação da nNOS, que, por sua vez, ativa correntes 

de potássio.  

Da mesmo forma que na RVLM, os efeitos (resposta aguda) da Ang-(1-7) no PVN são 

similares aos da Ang II, tais como, aumenta o reflexo aferente simpático cardíaco, a atividade 

nervosa simpática renal e a PAM.  Esses efeitos são mediados pela ativação do receptor Mas via 

cAMP-PKA (Silva e cols., 2005; Han e cols., 2012; Santos e cols., 2018).  Além disso, Qadri e 

cols. em 1998, confirmaram o estudo de Schiavone e cols. (1988), mostrando que a microinjeção 
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de Ang-(1-7) no PVN induz liberação de AVP.  Por sua vez, a infusão crônica de A-779 no PVN 

previne a hipertensão em um modelo de rato com apneia do sono (Silva e cols., 2011).   

Estudos realizados com manobras para produzir aumento crônico da Ang-(1-7) 

mostraram queda da PA em animais hipertensos.  A superexpressão de ECA2 na RVLM 

(Yamazoto e cols., 2007) ou no PVN (Zheng e cols., 2011) induz diminuição significativa e 

mantida por semanas da PA de SHR (Yamazoto e cols., 2007), atenuação da atividade simpática 

e melhora da função barorreflexa em animais com insuficiência cardíaca congestiva (Zheng e 

cols., 2011).  Feng e cols. (2010), mostraram também que a superexpressão de ECA2 no SNC 

reverte a hipertensão neurogênica, impedindo parcialmente a redução da sensibilidade do 

barorreflexo e do tônus parassimpático.  Esses autores relatam que a Ang-(1-7) desempenha um 

papel fundamental na reversão da hipertensão neurogênica, promovendo ativação de NOS 

levando a uma maior liberação de NO no SNC.  Centralmente, a Ang-(1-7) diminui a liberação 

de noradrenalina através de um mecanismo relacionado a bradicinina e NO (Gironacci e cols., 

2000; Gironacci e cols., 2004).  Feng e cols. (2010) mostraram também que a superexpressão de 

ECA2 no cérebro diminue os níveis de noradrenalina na urina em resposta a hipertensão 

induzida por Ang II.  

Em contraste com o efeito estimulador clássico da Ang II, a infusão de curto prazo de 

Ang-(1-7) no ventrículo lateral (ICV) não produziu efeito dipsogênico e melhorou o controle 

barorreflexo da FC em animais normotensos (Campgnole-Santos e cols., 1992).  Além disso, a 

infusão ICV de Ang-(1-7) a longo prazo, por sua vez, atenuou os níveis elevados da PA, 

melhorou o controle barorreflexo da FC e o tônus autonômico em diferentes modelos de 

hipertensão (Dobruch e cols., 2003; Guimarães e cols., 2012; Nautiyal e cols., 2012; Jiang e 

cols., 2013; Kangussu e cols., 2015) ou em animais submetidos a um modelo de síndrome 

metabólica (Guimarães e cols., 2014).  Desta forma, está claro que o papel da Ang-(1-7) no SNC 

depende do estado fisiopatologico de base e da duração do estímulo. 
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Os efeitos da Ang-(1-7) não se restringem ao sistema cardiovascular, vários estudos 

relataram um importante papel para esse peptídeo em processos de estresse, aprendizagem e 

memória que ocorrem em regiões límbicas, como o hipocampo e a amígdala (Santos e cols., 

2018).  Além de atenuar comportamentos semelhantes a ansiedade e depressão, a Ang-(1-7) 

exerce uma influência neuroprotetora no acidente vascular encefálico isquêmico e hemorrágico 

(Santos e cols., 2018).   

Estudos anteriores mostraram que os peptídeos, Ang II e Ang-(1-7), apresentam efeitos 

distintos em modelos experimentais de ansiedade e depressão.  A administração 

intracerebroventricular (ICV) de Ang II induziu um comportamento semelhante à ansiedade no 

teste de conflito de Vogel (Georgiev e cols., 1990).  Por outro lado, o antagonista do receptor de 

Ang II (receptor AT1), losartan, foi capaz de diminuir a ansiedade em ratos expostos ao teste do 

labirinto em cruz elevado (LCE; Kaiser e cols, 1992).  Além disso, camundongos submetidos ao 

teste de natação forçada (FST) que receberam o inibidor da ECA, captopril, mostraram 

imobilidade reduzida e aumento da atividade motora, efeito semelhante ao antidepressivo 

tricíclico, imipramina (Giardina e Ebert, 1989).  Em ratos Wistar expostos ao teste LCE, a 

injeção ICV crônica de Ang-(1-7) promoveu um efeito ansiolítico (Bild e Ciobica, 2013).   

Estudos em animais transgênicos e animais com deleção genética do receptor Mas 

(knockout; KO) corroboraram estes achados.  Ratos transgênicos, TGR(A1-7)3292, com 

aumento dos níveis circulantes de Ang-(1-7), apresentaram comportamento do tipo ansiolítico e 

antidepressivo em testes de LCE e FST, respectivamente.  Estes comportamentos foram 

atenuados com a injeção ICV do antagonista do receptor Mas, A-779 (Kangussu e cols., 2017), 

sugerindo que estes efeitos se devem a Ang-(1-7).   Além disso, efeito ansiolítico e 

antidepressivo também foi observado após injeção ICV de Ang-(1-7) em ratos transgênicos 

hipertensos (mRen2)27 (Almeida-Santos e cols., 2016).  Por outro lado, camundongos machos 

que não possuem o receptor Mas (Mas-KO), receptor funcional de Ang-(1-7), exibiram 

comportamento de ansiedade no teste do LCE, sugerindo um possível efeito ansiolítico à Ang-
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(1-7) (Walther e cols., 2000).  O mesmo comportamento relacionado a ansiedade foi observado 

na linhagem de ratos transgênicos, TGR (ASrAOGEN)680, que apresentam níveis baixos de 

angiotensinogênio e consequentemente de Ang II e Ang-(1-7) no cérebro (Kangussu e cols., 

2013).  Além disso, a linhagem TGR (ASrAOGEN)680 também mostrou comportamentos 

relacionados à depressão quando submetidos ao teste de FST (Kangussu e cols., 2013).  Estes 

animais apresentam redução de serotonina (5-HT) no cérebro em regiões envolvidas com o 

controle emocional e funções cognitivas como hipocampo e córtex frontal (Voigt e cols., 2005).  

Estes dados sugerem que os comportamentos relacionados à ansiedade e à depressão dos ratos 

TGR (ASrAOGEN)680 podem ser devidos aos níveis diminuídos de angiotensinas e serotonina 

no cérebro (Voigt e cols., 2005; Kangussu e cols., 2013).  

Está bem estabelecido na literatura que a 5-HT atua no SNC na modulação de várias 

funções fisiológicas e comportamentais, tais como o humor, sono, dor, apetite, agressão, 

comportamento sexual e ansiedade (Murphy e cols., 1998).  A síntese de 5-HT é limitada às 

células que contém a enzima triptofano hidroxilase (TrpOH).  No SNC, a enzima TrpOH está 

presente em neurônios encefálicos localizados principalmente no tronco encefálico, 

denominados núcleos da rafe (Walther e cols., 2003).  Em camundongos machos, Ayyub e cols., 

(2017) mostraram que a administração crônica de irbesartan, um antagonista do receptor de Ang 

II (AT1), promoveu efeitos semelhantes aos antidepressivos nos testes de FST, teste de 

suspensão de cauda e teste de campo aberto com aumento dos níveis cerebrais de 5-HT.  Mais 

recentemente, resultados do nosso laboratório mostraram que administração central do 

antagonista do receptor Mas, A-779, atenuou o efeito ansiolítico e antidepressivo induzido pelo 

tratamento com o inibidor da ECA, enalapril, em ratos hipertensos (Almeida-Santos e cols., 

2016).  Estes dados sugerem que o efeito dos IECA pode estar aumentando os níveis de Ang-(1-

7), uma vez que estudos mostram que IECA aumentam os níveis de Ang-(1-7) (Campbell e 

cols., 1994; Chappell e cols., 1998). 
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Recentemente, Klempin e cols. (2018) mostraram que camudangos com deficiência de 

ECA2 apresentam redução dos níveis cerebrais de 5-HT e prejuízo na resposta neurogênica ao 

exercício, uma vez que, a 5-HT é necessária para respostas rápidas nas mudanças de atividade 

física.  O estudo de Wang e cols. (2016) mostrou que a deficiência de ECA2 em camundongos 

também causa comprometimento da função cognitiva e que os mecanismos envolvidos podem 

estar associados, pelo menos em parte, ao aumento do estresse oxidativo, bem como diminuição 

do nível do fator neurotrófico derivado do cérebro  (BDNF) no hipocampo. 

Walther e cols., em 1998 observaram o efeito da deleção do receptor Mas (camundongos 

KO) sobre os potenciais de ação em áreas do hipocampo em testes de aprendizagem e 

comportamento de ansiedade.  Esses autores mostraram que em animais Mas-KO ocorre um 

aumento na duração do potencial de longo prazo (LTP) em áreas como o giro denteado (GD) 

sem, no entanto, afetar a morfologia do hipocampo.  A alteração dos potenciais de ação nos 

animais Mas-KO não é consequência de alterações na excitabilidade ou mudanças na função 

pré-sináptica, uma vez que, estas variáveis são idênticas a dos animais controles (WT).  A 

alteração no potencial de ação parece estar envolvida com o rebote do potencial nos animais 

KO, sustentando a hipótese de que o Mas está envolvido na plasticidade neuronal na área do 

GD.  

Hellner e cols. mostraram em 2005 que a Ang-(1-7) aumenta a excitabilidade dos 

neurônios e os LTP na área CA1 do hipocampo, enquanto que em animais Mas-KO o aumento 

de LTP induzido por Ang-(1-7) não foi observado.  Além disso, o bloqueio ou a ablação do 

receptor Mas na área CA1 do hipocampo prejudicou a memória de reconhecimento de objetos 

(Lazaroni e cols., 2012).  Alguns trabalhos mostram que o córtex piriforme também participa da 

neurogênese e do LTP (Jung e Larson, 1994; Pekcec e cols., 2006; Rivers e cols., 2008), desta 

forma é possível que a Ang-(1-7) através do receptor Mas induza os mesmos efeitos observados 

no hipocampo.  Na amígdala, a microinjeção de Ang-(1-7) aumenta os LTP (Albrecht, 2007) e a 

Ang II produz uma diminuição da amplitude do disparo dos potenciais de ação em animais Mas-
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KO via receptores AT1 (Von Bohlen und Halbach e cols., 2000).  Estes resultados sugerem a 

participação da Ang-(1-7) nos mecanismos atribuídos à aprendizagem e à memória.   

Por fim, no corpo estriado a Ang-(1-7) tem um papel no controle do movimento, porque 

é capaz de afetar a liberação de dopamina e GABA (Stragier e cols., 2005), além de um efeito 

cerebroprotetor no AVE isquêmico, reduzindo o número de hemorragias no estriado de ratos 

SHR-SP (ratos espontaneamente hipertensos propensos a AVE) (Regenhardt e cols., 2014). 

Desta forma, está bem claro na literatura o papel neuromodulador do eixo ECA2/Ang-(1-

7)/Mas no SNC e que, um desequilíbrio dos dois eixos do SRA no cérebro favorecendo a 

atividade do eixo ECA/Ang II/AT1, está envolvido na fisiopatologias da hipertensão arterial, 

síndrome metabólica, insuficiência cardíaca, distúrbios emocionais e estresse (Santos e cols., 

2018).   

Recentemente dados controversos foram relatados por Van Thiel e cols. (2017).  Esses 

autores concluíram que a renina detecada no cérebro é derivada do plasma e que 

consequentemente, a Ang II no cérebro também é captada do sangue através dos CVOs ou 

quando há alteração da permeabilidade da BHE em condições fisiopatológicas como a 

hipertensão arterial.  Esses autores mostraram que os níveis de renina no cérebro correlacionam-

se com os níveis plasmáticos e que a relação cérebro/plasma foi reduzida após o tratamento com 

o antagonista do receptor AT1, olmesartam.  Além disso, Van Thiel e cols. (2017) não 

conseguiram detectar prorenina e AOGEN em astrócitos extraídos do cérebro de ratos e 

camundongos, que até o presente sustentam a geração local de angiotensinas.  Estudos futuros 

deverão comprovar estes achados, uma vez que contrastam com os obtidos por vários autores 

que durante anos propuseram a geração de angiotensinas no cérebro através da renina 

intracelular derivada de um transcrito alternativo e/ou através da prorenina (Lavoie e cols., 2006; 

Feng, 2015; Huber e cols., 2015; Shinohara e cols., 2016).   
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1.3 Animal Transgênico [TGR(A1-7)7371] 

Os ratos transgênicos TGR(A1-7)7371 foram produzidos com base na metodologia 

desenvolvida por Kats e cols. (2001) e Methot e cols. (2001) onde uma proteína de fusão 

contendo um peptídeo de interesse pode ser expressa em um tecido específico, a partir de um 

transgene ou “construct” que é injetado em zigotos e implantado em ratas pseudo-grávidas.  

Desta forma, o nosso laboratório em colaboração com o do Dr. Michael Bader, do Max-

Delbruck Center for Molecular Medicine (MDC-Berlin), Alemanha, desenvolveu um novo rato 

transgênico com superexpressão de Ang-(1-7) no cérebro.  O transgene utilizado foi 

desenvolvido a partir daquele usado para produzir um outro modelo de rato transgênico, o 

[TGR(A1-7)3292] (Santos e cols., 2004).  Como apresentado na Figura 2, a proteína de fusão 

foi composta por: (1) peptídeo sinal proveniente da proteína humana, o qual assegura que a 

proteína entre no retículo endoplasmático para a futura secreção desta proteína 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 prorenina humana, o 

qual funciona como um espaçador molecular, pois é necessário para expor o sítio de clivagem 

para a endoprotease furina o que resulta na liberação do peptídeo; (4) sítio de clivagem na 

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

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

peptídeo que será liberado, a Ang-(1-7) e, finalmente, (6) a seqüência Poly A.  Para direcionar a 

expressão gênica no cérebro foi adicionado na extremidade 5’ do transgene ou “construct” o 

promotor GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein/ Proteína ácida fibrilar glial) (Brenner e cols., 

1994; Schinke e cols.,1999).  Esperava-se que estes animais expressariam o transgene [GFAP-

Ang-(1-7)] apenas em células cerebrais, e que a produção contínua de Ang-(1-7) promoveria um 

aumento de sua concentração localmente.   
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Figura 2.  Sequência do transgene e proteína de fusão dos Ratos [TGR(A1-7)7371] 

Representação esquemática de componentes estruturais da proteína de fusão codificada pelo 

transgene, utilizado na geração dos ratos [TGR(A1-7)7371].  A Ang-(1-7) é liberada pela ação 

da furina durante a secreção.  Modificada de: Santos e cols., 2004. 
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II  JUSTIFICATIVA 

 O SRA desempenha papel importante na regulação da pressão arterial e no controle 

hidroeletrolítico.  Vários estudos contribuíram para ampliar o entendimento do papel fisiológico 

desse sistema no controle da pressão arterial, bem como, o seu papel fisiopatológico no 

desenvolvimento e manutenção das doenças cardiovasculares (Bader e Ganten, 2008).  Já está 

estabelecido que a hiperatividade da via Ang II/ receptor AT1 desse sistema, tanto circulante 

como tecidual, contribui para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, como a 

insuficiência cardíaca e hipertensão arterial (Atlas, 2007; Bader e Ganten, 2008; Santos e cols., 

2018).  O aumento inapropriado e de longa duração de Ang II atua de forma deletéria devido, 

principalmente, a sua ação pró-inflamatória, proliferativa e indutora de estresse oxidativo 

(Dagenais e Jamali, 2005; Bendall e cols., 2002; Wang e cols., 2002; Passos-Silva e cols., 

2015).  Por outro lado, o aumento de Ang-(1-7), via receptor Mas, desencadeia efeitos benéficos 

sobre o sistema cardiovascular, tais como, anti-inflamatório, anti-proliferativo e atenuador do 

estresse oxidativo (Passos-Silva e cols., 2015; Santos e cols., 2018).  No SNC, o aumento de 

longo prazo da Ang-(1-7) ou ativação da ECA2 também exerce efeitos que contrabalançam os 

efeitos da Ang II, reduzindo a pressão arterial de animais hipertensos ou com síndrome 

metabólica, melhorando o funcionamento do barorreflexo, aumentando o tônus parassimpático-

vagal periférico (Campagnole-Santos e cols, 1992; Yamazoto e cols., 2007; Feng e cols., 2010; 

Guimarães e cols., 2012; Cerrato e cols., 2012; Nautiyal e cols., 2012; Jiang e cols., 2013; 

Guimarães e cols., 2014; Kangussu e cols., 2015). 

 Considerando a importância desse sistema para a regulação da pressão arterial e a 

comprovado papel protetor da Ang-(1-7) no sistema cardiovascular, a disponibilidade de um 

modelo de rato transgênico que superexpressa Ang-(1-7) no cérebro, pode tornar-se uma 

ferramenta importante para investigar os efeitos a longo prazo do aumento local de Ang-(1-7) e 

ampliar o entendimento dos mecanismos de ação deste peptídeo no SNC sobre o controle da 

pressão arterial na normotensão ou na hipertensão arterial.   
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Em estudo anterior (Alves, 2014; Dissertação de Mestrado) avaliamos os parâmetros 

cardiovasculares deste animal transgênico.  Nossos resultados mostraram que a principal 

característica do TGR(A1-7)7371 foi apresentar PAM mais baixa do que animais normotensos 

SD.  Esse dado foi obtido tanto com o registro da pressão arterial por telemetria, como com 

sistema de registro de curto prazo (BIOPAC).  No entanto, esses animais apresentaram aumento 

do tônus simpático cardíaco e vascular acompanhado de aumento dos níveis plasmáticos de AVP 

e redução do volume urinário.  Os níveis de Ang-(1-7) circulantes e no SNC dos animais TGR 

também foram determinados para avaliar se este peptídeo estava alterado apenas no SNC.  

Observamos aumento significativo da concentração de Ang-(1-7) no hipotálamo e, embora os 

dados não tenham alcançado significância estatística, observamos também uma tendência ao 

aumento da concentração de Ang-(1-7) no bulbo e outras regiões do encéfalo.  Em 

conformidade, foi observado uma redução significativa (“down-regulation”) na expressão 

proteica do receptor Mas no bulbo e hipotálamo.  Desta forma, é nossa hipótese que o nível de 

PA dos ratos transgênicos seja resultado do balanço entre mecanismos compensatórios e efeitos 

diretos desencadeados pela ativação de áreas específicas do SNC pela Ang-(1-7).  O mecanismo 

perférico e as áreas centrais que expressam a proteína de fusão precisam ser identificados para 

explicar o fenótipo do rato TGR. 
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III OBJETIVO GERAL 

Identificar os mecanismos centrais e periféricos envolvidos no fenótipo cardiovascular 

de ratos TGR(A1-7)7371. 

 

3.1 Objetivos Específicos 

1) Avaliar parâmetros hemodinâmicos, tais como, fluxo sanguíneo regional, débito 

cardíaco (DC), resistência periférica (RP) e pressão arterial em ratos TGR(A1-7)7371; 

2) Avaliar os níveis plasmáticos do peptídeo natriurético e vasodilatador, ANP, em ratos 

TGR(A1-7)7371; 

3) Identificar, por imunofluorescencia, a expressão do transgene em áreas/núcleos 

cerebrais, principalmente do bulbo e hipotálamo, em ratos TGR(A1-7)7371,  

4) Identificar os tipos celulares, astrócitos e/ou neurônios, que expressam a proteína de 

fusão no cérebro de ratos TGR(A1-7)7371; 

5) Avaliar e quantificar, por imunofluorescência, RT-PCR e RT-PCR em tempo real a 

expressão da proteína de fusão e do mRNA do transgene [GFAP-Ang-(1-7)] em áreas/núcleos 

cerebrais de ratos TGR(A1-7)7371.  

6) Avaliar e quantificar, por imunofluorescência, RT-PCR e RT-PCR em tempo real a 

expressão da proteína de fusão e do mRNA do transgene [GFAP-Ang-(1-7)] em tecidos 

periféricos em ratos TGR(A1-7)7371.  
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IV MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Nesse estudo foram utilizados ratos Sprague-Dawley (SD) e [TGR(A1-7)3292] como 

grupo controle e ratos transgênicos [TGR(A1-7)7371], machos entre 12-16 semanas de idade 

(350g-450g) provenientes do Biotério de Animais Transgênicos do Laboratório de Hipertensão 

– Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Minas Gerais e do Biotério de Ratos Transgênicos do Max Delbrück Center (MDC), 

Berlim, Alemanha.  Os animais foram mantidos em ambiente com luz e temperaturas 

controladas (período de claro/escuro de 12/12 h) e alimentados com ração apropriada e água 

filtrada ad libitum.  Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, protocolo n° 303/2012 e 

400/2017 e por autoridades locais alemãs. 

 

4.2 Avaliação do fluxo sanguíneo em diferentes territórios 

O fluxo sanguíneo regional e o débito cardíaco foram determinados usando microsferas 

de poliestireno fluorescente de 15µm (FluSpheres Blood Flow Determination, Molecular Probes, 

Eugene, Oregon, EUA).  Através deste método partículas esféricas de poliestireno de 10-15 µm 

de diâmetro são injetadas no sistema circulatório e se alojam nos capilares podendo ser 

posteriormente extraídas e a fluorescência quantificada.  A partir desta quantificação o fluxo em 

cada tecido pode ser estimado.  Esta avaliação é realizada em animais anestesiados.   

 

 4.2.1 Preparo do animal  

Inicialmente os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg, por via 

intraperitoneal; Sigma-Aldrich; EUA) e a traqueia foi canulada com catéter (18G) para manter a 

patência das vias aéreas.  A artéria braquial esquerda foi canulada com tubo de polietileno (PE-

10) para registro dos parâmetros cardiovasculares, pressão arterial e frequência cardíaca, em um 
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sistema de aquisição de dados (MP100/150 – Acqknowledge IV; Biopac System; Santa Barbara, 

CA, EUA).  Para administração das microesferas fluorescentes foi introduzida no ventrículo 

esquerdo (VE), pela artéria carótida direita, uma cânula de polietileno (PE-50) conectada a um 

transdutor de pressão.  O posicionamento da cânula dentro do VE foi confirmado pelo registro 

típico da pressão ventricular.  A artéria femoral direita foi também canulada e conectada a uma 

bomba (Minipuls 3, Gilson; Villiers le Bel, France) para retirada do sangue.  

 

 4.2.2 Experimento 

Inicialmente, microsferas de poliestireno de uma determinada cor fluorescente (15m) 

foram selecionadas e suspensas em solução salina contendo 0,02% de Tween-80 e 0,02% de 

timerosal, na concentração de 106 esferas por ml, de acordo com o método padronizado por 

Glenny e cols. (1993) e Gervais e cols. (1999).  Para evitar sedimentação, as microesferas eram 

homogeneizadas em banho ultrassônico e por agitação vigorosa em Vortex por 2 min.  A seguir, 

300.000 microesferas fluorescentes (0,3 ml da suspensão) foram infundidas no VE por 5s, 

seguida da infusão de 0,3 ml de salina durante um período adicional de 5s.  Uma amostra de 

sangue arterial de referência foi retirada durante 90s começando 5s antes da infusão das 

microesferas a uma taxa de 0,85 ml/ min, através da artéria femoral direita.  Após 10 min. da 

injeção das microesferas, os ratos foram eutanasiados com uma superdosagem do anestésico e os 

tecidos (rins, cérebro, mesentério, adrenais, baço, pele abdominal, músculo gastrocnêmico 

esquerdo, pulmão, testículos, ventrículo esquerdo, tecido adiposo marrom interescapular e tecido 

adiposo branco epididimal) foram dissecados, pesados e armazenados em frascos individuais.  

Utilizando uma solução de KOH etanólico 4M contendo 2% de Tween 80, as amostras de sangue 

e tecidos foram digeridas num banho quente (50ºC) “overnight”.  As microesferas foram 

recuperadas através da metodologia de sedimentação desenvolvida por Van Oosterhout e cols. 

(1995) e o composto fluorescente foi extraído em 4 ml de solvente orgânico de acetato de etila. 
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 4.2.3. Cálculos para determinar parâmetros hemodinâmicos 

A intensidade de fluorescência dos tecidos/ órgão foi medida utilizando um 

espectrofotômetro (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer; Varian; CA, EUA).  Os 

seguintes parâmetros foram calculados: débito cardíaco (DC), volume sistólico (VS), resistência 

periférica total (RPT), índice cardíaco (IC), fluxo sanguíneo regional e resistência vascular 

regional.  O fluxo sanguíneo tecidual é calculado pela fluorescência e normalizado pelo peso do 

tecido em gramas (Glenny e cols., 1993; Van Oosterhout e cols., 1995; Gervais e cols., 1999; 

Sampaio e cols., 2003).  Parâmetros Calculados:  

 Fluxo Sanguíneo Regional - (Qo, ml/ min.g órgão) 

Qo = fluorescência do órgão x Qf/ peso do órgão (g) x Rf  

Onde:  

Rf = fluorescência da amostra sanguínea 

Qf = peso da amostra sanguínea de referência (g) x 60/ densidade do sangue (1,06) x 

tempo de coleta do sangue (90s) 

 Resistência Regional (RV, mmHg/ ml/ min.g órgão) 

RV = PAM/ Qo 

 Débito Cardíaco (DC, ml/ min) 

DC = T x Qf/ Rf 

Onde: 

T = total de fluorescência infundido 

 Índice Cardíaco (IC, ml/ min.100g) 

IC = DC/ peso corporal 

 Resistência Periférica Total (mmHg/ml/min.100g) 

RPT = PAM/ IC 
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4.3 Avaliação dos níveis plasmáticos do peptídeo natriurético atrial (ANP) 

Os animais foram sacrificados por decapitação e amostras de sangue cervical foram 

coletadas em tubos de polipropileno resfriados contendo inibidores de proteases (EDTA, 7,5%; 

Pepstatina A, 1mM; e PMSF, 10-5 M).  A seguir o sangue foi centrifugado à 2.500 rpm por 20 

min à 4ºC e o plasma separado e estocado em freezer -20oC até a realização da dosagem.  O nível 

de ANP plasmático foi avaliado através de ensaio imunoenzimático (EIA Kit, Phoenix 

Pharmaceuticals, EUA) de acordo com as instruções do fabricante.   

 

4.4 Avaliação da expressão da proteína de fusão por imunofluorescência (IF) 

 4.4.1 Expressão da proteína de fusão por IF em áreas do cérebro 

Para avaliar as áreas, núcleos e os tipos celulares que apresentavam expressão da 

proteína de fusão no cérebro foi utilizado o ensaio de marcação por IF, modificado do método 

utilizado anteriormente em nosso laboratório (Becker e cols., 2007).  Inicialmente, os animais 

(n= 12) eram anestesiados com isoflurano (USP, Baxter, EUA), o tórax aberto para expor o 

coração e submetidos a perfusão com tampão fosfato-salina (PBS; 0,02 M, pH 7,4) por 2 min. 

seguida de perfusão com solução de paraformaldeído 4% (PFA; Fischar) por 15 min., através de 

punção manual com seringa ou bomba (Minipuls 3, Gilson; Villiers le Bel, France) do VE com 

um dispositivo endovenoso (cateter 20G).  O cérebro era então removido, imerso em PFA 4% 

por 2 hs e, em seguida, lavado 1x vezes em PBS (0,02 M pH 7,4) e transferido para solução de 

sacarose (30% em PO4 0,1M) “overnight”.   

No dia seguinte, o cérebro era incluído em Tissue Tek (OCT compound, Miles, EUA) e 

secções de 40-50 m, no plano frontal, eram feitas em micrótomo de congelamento (criostato, 

Leica; EUA) à temperatura de -22ºC e mantidas em solução crioprotetora (solução padrão 

fosfato, PO4 0,1M; glicerol, 25%; e glicina, 25%).  As secções eram lavadas por 3 vezes pelo 

método de banho livre (free floating) em PBS (0,02 M, pH 7,4) por 10 min, para hidratação do 

tecido.  A seguir, incubadas em PBS (0,02 M pH 7,4) contendo "Tween 20" (0,2%) e soro de 
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burro (1%) durante 1 hora, para bloqueio de ligações não-específicas.  Em seguida, as secções 

eram incubadas à 4ºC com anticorpos primários por 20 horas.  Após este período de tempo, as 

secções eram lavadas 3 vezes durante 10 minutos em solução de PBS (0,02 M pH 7,4) e a seguir 

incubadas com anticorpos secundários por 3 horas.  Após este período as secções eram lavadas 3 

vezes durante 15 minutos em PBS (0,02 M pH 7,4) e montadas em lâminas polarizadas 

(Superfrost® Plus, Thermo Fisher Scientific, EUA) com meio de montagem Vecta-shield 

(DAPI, Vector Laboratories, EUA).  Após a secagem, os cortes de cérebro foram analisados por 

microscopia confocal (Zeiss LSM 700 ou 880, Alemanha) ou pelo microscópio de fluorescência 

BZ-9000 (BioRevo, Keyence, Japão).   

 

  4.4.1.1 Protocolo do ensaio de IF 

Foram realizadas marcações simples ou duplas utilizando os seguintes anticorpos:  1) 

Primários: Anti-mouse-IgG2b para detecção da proteína de fusão produzido em coelho (Rabbit, 

1:300, Abcam®, Reino Unido; e Invitrogen, EUA), anti-GFAP para a identificação de astrócitos 

produzido em cobaias (Guinea pig, 1:500, Acris Antibodies, Reino Unido) e anti-beta tubulin III 

(Tuj1, Abcam®) para neurônios produzido em galinha (Chicken, 1:200, Abcam®); 2) 

Secundários: Cy3 (Anti-rabbit, 1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories, EUA), Alexa 488 

(Anti-Guinea pig, 1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories, EUA) e Alexa 488 (Anti-

chicken, 1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories, EUA).  Os anticorpos foram diluídos na 

mesma solução utilizada para o bloqueio de ligações não-específicas.  Como controle positivo 

para a marcação com o anticorpo anti-IgG2b foi utilizado testículo de ratos transgênicos 

[TGR(A1-7)3292] que superexpressam a mesma proteína de fusão apenas neste tecido.  Como 

controle negativo, foi utilizado tecidos (cérebro e testículo) de ratos SD.  Nenhuma reatividade 

cruzada com IgG1, IgG2a, IgG3, IgM, IgA, IgE de camundongo, IgG humana, IgG de rato ou 

IgG de cabra foi relatada pelos fabricantes.  Desta forma, os cortes foram marcados:  
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 Marcação simples: Anti-IgG2b e Cy3 para marcar apenas a proteína de fusão. 

 Dupla marcação: 1) Anti-IgG2b e Cy3; anti-GFAP e Alexa 488 para marcar a 

proteína de fusão e astrócitos, respectivamente; 2) Anti-IgG2b e Cy3; e anti-Tuj1 

e Alexa 488 para marcar a proteína de fusão e neurônios, respectivamente.  

 

 4.4.2 Expressão da proteína de fusão por IF em tecidos periféricos 

Para avaliar a expressão da proteína de fusão na aorta, coração e pulmão de ratos (n= 6) 

TGR(A1-7)7371 e SD (grupo controle) foi utilizado o ensaio de IF em secções congeladas ou 

parafinadas padronizado e modificado a partir do método descrito por Menon e Fisher, 2015.  

Cérebro de ratos TGR(A1-7)7371 e testículo de ratos TGR(A1-7)3292 também foram utilizados 

como controle positivo para a validação da técnica.  

 

  4.4.2.1 Tecidos congelados 

Os animais foram sacrificados por decapitação e os tecidos foram coletados e imersos em 

PFA 4% “overnight” à 4ºC, e, em seguida, lavados em PBS (0,02 M pH 7,4) e transferidos para 

álcool 70%.  No dia seguinte os tecidos foram colocados em Tissue Tek (OCT compound) e 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados a -80ºC.  Secções de 6 m de 

espessura foram obtidas em micrótomo de congelamento (criostato, Leica) a temperatura de -

22ºC coletadas em lâminas de vidro polarizada (Superfrost® Plus). 

 

  4.4.2.2 Tecidos parafinados 

Inicialmente os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos no item 

4.4.1 para perfusão com PBS e PFA 4% através de punção do VE.  A seguir, os tecidos foram 

imersos em PFA, 4% “overnight” à 4ºC, e, em seguida, lavados em PBS (0,02 M pH 7,4) e 

transferidos para álcool 70% até o momento da desidratação por banhos sucessivos (2 vezes em 

álcool 70%, álcool 80%, álcool 95%, álcool 100% e 3 vezes em xilol por 1 hora).  Finalmente, 
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os tecidos foram incluídos (56-58ºC) e estocados em parafina.  Foram feitas secções dos tecidos 

parafinados no plano transversal de 6 e 30 m em micrótomo, fixados em lâminas de vidro 

polarizada (Superfrost® Plus).  Para a realização da técnica de IF as secções foram des-

parafinadas através de 3 banhos em xilol por 5 minutos, re-hidratação em 2 banhos em álcool 

100% e 1 vez em banhos sucessivos em etanol (95%, 80%, 70%, 50% e 30%) por 5 minutes.  

Em seguida foram lavados com água destilada e banhados em tampão citrato de sódio (10 mM) 

contendo “Tween 20” (0,05%), pH 6 para a recuperação do antígeno mascarado pela fixação em 

PFA e parafina.  

 

  4.4.2.3 Protocolo do ensaio de IF 

 Após o processamento das secções congeladas e parafinadas, as lâminas foram banhadas 

por 3 vezes em PBS (0,02 M pH 7,4) por 10 min para hidratação do tecido e a seguir, incubadas 

em câmara úmida à temperatura ambiente com PBS (0,02 M pH 7,4) contendo "Tween 20" 

(0,2%) e soro de burro (10%) durante 30 minutos.  Esta etapa serve para bloquear as ligações 

não-específicas.  Em seguida, as secções foram incubadas em câmera úmida à 4ºC com o 

anticorpos primário produzido em coelho (anti-mouse-IgG2b, Rabbit, 1:50 ou 1:200, Abcam®, 

Reino Unido; e Invitrogen, EUA) por 20 horas.  Após 20 horas de incubação, as secções foram 

lavadas 3 vezes durante 10 minutos em solução de PBS (0,02 M pH 7,4) e a seguir incubadas 

com anticorpo secundário Cy3 (Anti-rabbit, 1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

EUA) por 2 horas em câmara úmida à temperatura ambiente.  Após este período as secções 

foram lavadas 3 vezes durante 15 minutos em PBS (0,02 M pH 7,4) e montadas com Vecta-

shield (DAPI, Vector Laboratories).  Após a secagem das lâminas os tecidos foram analisados 

por microscopia confocal Zeiss LSM 880. 
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 4.4.3 Análise das Imagens  

Imagens fluorescentes dos cortes histológicos foram obtidas utilizando microscópio de 

fluorescência BZ-9000 (BioRevo, Keyence, Japão) e microscópio confocal (Zeiss LSM 700 e 

880, Alemanha), com filtros específicos de excitação e emissão para cada composto fluorescente 

utilizado.  A captura de imagens quando dois ou três marcadores fluorescentes diferentes foi 

utilizado para avaliação de co-localização foi realizada ao mesmo tempo com espectros de 

emissão/ excitação diferenciada para não ocorrer sobreposição das ondas fluorescentes: Cy3 

(excitação 550 e emissão 615), Alexa 488 (excitação 495 e emissão 519) e DAPI (excitação 420 

emissão 480).  A intensidade, o pinhole e o ganho dos lasers 543, 488 e 405 nm foram ajustados 

de maneira a permitir a visualização da marcação pela imunofluorescência, evitando a saturação 

da imagem.  Os demais parâmetros foram adaptados para cada objetiva ou tecido específico, 

sendo utilizados sempre os mesmos parâmetros nas lâminas dos cortes controle. 

Os módulos "tile scan" e "Z-stack” foram utilizados para algumas imagens.  O módulo 

"tile scan" consiste no escaneamento contínuo controlado pelo software que soma as imagens, 

realizando uma captura contínua com movimentação automática do stage.  Este procedimento 

permite que uma área maior (com áreas adjacentes a área de captura) possa ser escaneada ao 

mesmo tempo, fornecendo um panorama maior da imagem que está sendo visualizada no 

microscópio.  O módulo "Z-stack" permite processamento digital que combina várias imagens 

capturadas em diferentes planos focais, resultando em uma imagem com maior profundidade de 

campo, a espessura de um único plano focal é menor que a da imagem formada com este 

módulo.  Este procedimento permite também visualização 3D do tecido.  As imagens deste 

estudo foram obtidas no Departamento de Advanced Light Microscopy (ALM), do Max-

Delbrück Center for Molecular Medicine (MDC-Berlin) na Alemanha e no Centro de Aquisição 

e Processamento de Imagens (CAPI-UFMG) no Brasil. 
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4.5 Avaliação da expressão do mRNA por reação em cadeia da polimerase, qualitativa 

(RT-PCR) e semi-quantitativa ou em tempo real (qRT-PCR)   

Para avaliar a expressão do mRNA da proteína de fusão em diferentes tecidos e regiões 

cerebrais foram utilizadas as técnicas de RT-PCR e qRT-PCR ou PCR em tempo real.  Ratos SD 

e TGR(A1-7)7371 foram sacrificados por decapitação e as seguintes áreas cerebrais foram 

dissecadas e congeladas em nitrogênio líquido: NTS, RVLM, CVLM, PVN, SON, substância 

cinzenta periaquedutal (PAG), córtex, estriado e hipocampo.  Além disso, átrios, ventrículo 

esquerdo, aorta, pulmão, fígado, rim, testículo e adrenal foram coletados e congelados em 

nitrogênio líquido.  

 

4.5.1 Extração de RNA total 

 A extração de RNA total dos tecidos foi realizada através da homogeneização em 

TRizolTM Reagent (Invitrogen, EUA) utilizando-se um homogeneizador automático e kit MK28-

14R (Precellys, Homogenizer Bertin Instruments, France Beats precell lysis) na proporção de 1 

ml para cada 50 - 100 mg de tecido, conforme especificação do fabricante.  Foi adicionado a 

cada homogenato 0,2 ml de clorofórmio para cada 1 ml de TRizol, seguido de agitação e 

centrifugação a 12.000 rpm, 15 min, 4º C (Microcentrífuga 5417 C, Eppendorf).  Das 3 fases 

resultantes, foi aspirado a fase aquosa que contém o RNA total da amostra, e transferida para um 

tubo eppendorf.  O RNA foi então precipitado pela adição de 0,5 ml de álcool isopropílico para 

cada 1 ml de TRizol.  A amostras foram centrifugadas à 12.000 rpm, por 10 min, à 4ºC 

(Microcentrífuga 5417 C, Eppendorf) e o sobrenadante descartado.  O precipitado foi lavado 

com 1 ml de etanol 75%, à 4ºC para cada 1 ml de TRizol e centrifugado à 7.500 rpm, por 5 min, 

à 4ºC.  O RNA foi dissolvido em água tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPEC).  A 

concentração e a pureza do RNA foi determinada no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific, EUA) e a razão 260/280 das amostras foi igual ou superior a 1.8. 
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4.5.2 Tratamento do RNA total com DNase 

 As amostras de RNA total foram tratadas com a enzima, DNase I Amplification Grade 

(AMP-D1, Sigma, EUA) para eliminar a possibilidade de contaminação com DNA genômico.  

Para cada amostra constituída de 3µg de RNA foi realizada uma reação com os seguintes 

componentes: 1 µl de 10x Reaction Buffer, 1 µl de DNase I Amplification Grade e 3 µg de RNA 

em água DEPC completando um volume pré-estabelecido de 10 µl.  Foi adicionado 1 µl de 

EDTA 50 mM (Stop solution) após 15 minutos de incubação em temperatura ambiente com o 

objetivo de desativar a reação juntamente com o aquecimento 70º C por 10 minutos, seguido de 

1 minuto em gelo.  O produto dessa reação foi utilizado para a reação de retrotranscrição. 

 

4.5.3 Transcrição Reversa (RT) 

 As amostras de RNA total tratado com DNase foram submetidas a reação de 

retrotranscrição a fim de gerar DNA complementar (cDNA) utilizando High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits (Applied BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientific, EUA).  Para cada 

amostra constituída de 2µg de RNA total tratado foi realizada uma reação com os seguintes 

componentes: 2 µl de 10x RT Buffer, 0,8 µl de 25x dNTP mix (100 mM), 2 µl de 10x RT 

Random Primers, 1 µl de MultiScribeTM Reverse Transcriptase e 2 µg de RNA em água DEPEC 

completando um volume pré-estabelecido de 20 µl.  Esta reação foi composta de três etapas, 

sendo a primeira realizada à 25ºC com duração de 10 minutos, a segunda à 37ºC com duração de 

2 horas e a terceira à 85ºC durante 5 minutos. 

 

4.5.4 RT-PCR qualitativo 

A RT-PCR foi realizada com 2µl da reação de RT em um volume final de 25 µl de reação 

contendo 7 µM dos óligos sense e antisense correspondente ao gene de interesse (GFAP/ 

hRENEX, tabela 1) e 10 µl de GoTaq DNA polymerase (Promega).  A reação de PCR foi 

realizada em quatro etapas, a saber: primeiro, 95º C durante 4 minutos; segundo, 25 ciclos de 30 
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segundos a 95º C, 30 segundos a 56º C (temperatura específica de cada óligo) e 1 minuto a 72º 

C; terceiro, 7 minutos 72º C e quarto, 4º C infinito.  A localização dos óligos foi definida de 

modo que o produto da amplificação foi uma sequência característica e única.  Para excluir a 

possibilidade de contaminação, foram realizados controles negativos e positivos, utilizando água 

e DNA genômico ao invés de cDNA.  Além disso, foram utilizados testículo e cérebro de ratos 

TGR L3292 como controle.  Após a reação de PCR 15 µl de cada amostra correspondente aos 

tecidos dos animais SD, TGR(A1-7)7371 e TGR(A1-7)3292 (controle) foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 2%.  Esse gel foi preparado com tampão de eletroforese TAE 1x 

acrescido de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen, EUA).  A leitura do gel foi realizada em 

aparelho Syngene Gene Genius (Go-Dove, EUA).  

 

4.5.5 qRT-PCR ou RT-PCR em tempo real, semi-quantitativo 

A fim de quantificar a expressão da proteína de fusão nos tecidos dos animais TGR(A1-

7)7371 foi utilizado o PCR em tempo real.  O cDNA obtido da etapa de RT (2nM) foi utilizado 

como fita molde para amplificação por PCR.  As reações de PCR quantitativa tiveram um 

volume final de 5 µl e foram feitas em triplicatas, utilizando 2,5 µl do Master Mix de SYBR 

Green (QuantiNova Qiagen, Hilden, Alemanha), 0,25 µl de cada primer (IG5/ hRENEX, tabela 

1) na concentração de 500 nM, 0,025 µl de ROX, e 1,975 µl de cDNA em água RNase-free.  O 

aparelho para reação foi o ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA) e o 

controle endógeno utilizado foi o S26 (Tabela 1).  Para todos os genes avaliados foi realizada a 

curva de dissociação ("melting curve"). 

 

 

 

 

 



47 
 

Tabela 1.  Óligos utilizados na RT-PCR e qRT-PCR  

 
Sequência de nucleotídeos Tamanho dos 

fragmentos (pb) 

hGFAP 

hRENEX 

Sense              5’ACGCATCACCTCCGCTGCTCG3’ 

Antisense        5’GGACCAAGCCTGGCCATGTCC3’ 

 

800 

IG5 

hRENEX 

Sense   5’TTCCTTCTCATGCAACGTGA3’ 

Antisense  5’CTTCAGGCTTTCTCGGATTG3’ 

 

108 

S26 Sense   5’CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT3’ 

Antisense  5’CGATTCCTGACAACCTTGCTATG3’ 

 

71 

 

4.6 Sequenciamento do promotor  

Sequenciamos o promotor utilizado no transgene para nos certificarmos se era o GFAP 

humano.  Para a realização do sequenciamento, segmentos de DNA genômico (cauda) e cDNA 

(cérebro) dos ratos TGR(A1-7)7371 foram amplificados por reação em cadeia da polimerase 

(PCR e RT-PCR) utilizando óligos sense e antisense correspondentes a diferentes genes de 

interesse, NSE/ IG5 (Enolase neurônio-específica) para identificar se o promotor era neuronal, 

hGFAP/ IG5 e hGFAP/ hRENEX (1 e 2) para identificar se o promotor era glial (Tabela 2).  

Após a reação de PCR, 20 µl de cada amostra correspondente aos tecidos dos TGR(A1-7)7371 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%.  Esse gel foi preparado com tampão de 

eletroforese TAE 1x acrescido de brometo de etídio.  A leitura do gel foi realizada em aparelho 

Syngene Gene Genius (Go-Dove, EUA).   

Após a verificação do produto de cada amostra em gel de agarose, as bandas de DNA 

(extraídas do gel) dos óligos hGFAP/ IG5 (cauda) e hGFAP/ hRENEX (1 - cauda) e uma 

alíquota (20 µl) de RT-PCR do óligo hGFAP/ hRENEX (cérebro - 2) foram purificadas em 

acetato de sódio (2 – 5 µl, 3M, pH 5,2) e etanol absoluto (50 – 150 µl) e armazenadas à – 20ºC 

“overnight”.  No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas à 16.000 g, por 20 min., à 4ºC, o 
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sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 100 µl de etanol 70%, procedendo uma nova 

centrifugação à 16.000 g, por 10 min., à 4ºC.  Após a remoção do sobrenadante, o precipitado foi 

seco, ressuspenso em 10 µl de água ultrapura livre de DNases e RNases e aquecido à 55º C por 

10 minutos.  Em seguida, foram feitas reações de sequenciamento das amostras pela Scientific 

Genomics Platforms, do MDC-Berlin, Alemanha, utilizando os primers senso e antissenso como 

padrão.  Não foi realizado o sequenciamento da amostra utilizando os óligos IG5/ NSE, pois a 

utilização de um promotor neuronal nos ratos TGR(A1-7)7371 foi descartada em decorrência do 

número de bandas de DNA (primer-dimers) visíveis no gel de agarose (Anexo I). 

 

Tabela 2.  Óligos utilizados no sequenciamento 

 Sequência de nucleotídeos Tamanho dos 

fragmentos (pb) 

IG5 

hGFAP 

Antisense  5’TTCCTTCTCATGCAACGTGA3’ 

Sense   5’CCCACTCCTTCATAAAGCCC3’ 

 

~ 800 

IG5 

NSE 

Antisense  5’TTCCTTCTCATGCAACGTGA3’ 

Sense   5’CAGTGTCTGATTGCAGCCTG3’ 

 

- 

hRENEX 

hGFAP (1) 

Antisense        5’GGACCAAGCCTGGCCATGTCC3’ 

Sense              5’CCCACTCCTTCATAAAGCCC3’ 

 

~ 800 

hRENEX 

hGFAP (2)   

Antisense  5’GGACCAAGCCTGGCCATGTCC3’ 

Sense              5’ACGCATCACCTCCGCTGCTCG3’ 

 

800 

 

4.7 Análise Estatística  

Comparações entre dois grupos foram feitas pelo teste t de Student não pareado.  Todas 

as análises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versão 5.0).  O nível de 

significância foi fixado em p< 0,05.  Todos os valores foram expressos como médias ± erro 

padrão da média (EPM).  
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V RESULTADOS 

5.1 Determinação de parâmetros hemodinâmicos  

Inicialmente avaliamos o fluxo sanguíneo e a resistência vascular em diferentes territórios 

e parâmetros hemodinâmicos, tais como a PAM, FC, DC e RPT, com o objetivo de entender a 

menor pressão arterial basal dos [TGR(A1-7)7371] em comparação aos ratos SD.   

A Tabela 3 e Figura 3 apresentam os valores de fluxo sanguíneo e resistência regional em 

diferentes órgãos avaliados em ratos SD e TGR anestesiados com uretana.  O fluxo sanguíneo 

nos rins, músculo, ventrículo esquerdo, mesentério, tecido adiposo marrom e pele apresentaram-

se elevados nos ratos TGR quando comparados aos valores do grupo controle, SD.  Não houve 

diferença estatisticamente significativa no fluxo sanguíneo nos testículos, cérebro, pulmão, baço, 

tecido adiposo branco epididimal e adrenal entre os grupos, TGR e SD.   

A Figura 4 mostra os valores médios da RPT (mmHg · ml-1 · min · 100g), IC (ml · min-1 · 

100g-1), DC (ml/min) e volume sistólico (ml) dos ratos SD e TGR.  Os TGRs apresentaram RPT 

(2,28 ± 0,2 mmHg · ml-1 · min · 100g) cerca de 40% menor do que a observada nos ratos SD 

(3,75 ± 0,5 mmHg · ml-1 · min · 100g), acompanhado por IC cerca de 30% maior (42,0 ± 4,6 ml 

· min-1 · 100g-1 vs 29,1 ± 2,7 ml · min-1 · 100g-1, nos ratos SD).  Não houve diferença 

significativa do DC e do volume sistólico entre os ratos TGR e SD (Figura 4).  A PAM dos TGR 

(89 ± 4 mmHg; Figura 5) foi significativamente menor do que a dos ratos SD (102 ± 2 mmHg; 

Figura 5), similar ao observado anteriormente com outros métodos utilizados em ratos não 

anestesiados.  A FC foi semelhante nos dois grupos (TGR e SD; Figura 5).  Em conjunto estes 

resultados mostraram que a menor PAM de ratos TGR, que superexpressam Ang-(1-7) no 

cérebro, é decorrente de redução da RPT, que por sua vez, foi determinada por vasodilatação em 

diferentes territórios. 
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Figure 3.  Fluxo Sanguíneo Regional. 

Valores de fluxo sanguíneo regional (ml · min-1 · g-1) em diferentes órgãos obtidos com a técnica 

de medida de fluxo com microesferas de poliestireno fluorescentes em ratos SD (6-8) e TGR 

(n=7-8) anestesiados com uretana.  Dados expressos como média ± EPM; *p<0,05 em 

comparação aos ratos SD (Student t test). 

  



51 
 

Table 3. Valores de fluxo sanguíneo e resistência vascular regionais em ratos SD e TGR 

Territórios 

 

Fluxo Sanguíneo 

(ml ∙ min-1 ∙ g-1) 

Resistência Vascular 

(mmHg ∙ ml-1 ∙ min ∙ g) 

SD TGR SD TGR 

Adrenal  13,3 ± 1,94 39,7 ± 13,3 8,8 ± 1,7 3,9 ± 1,1* 

Cérebro 0,61 ± 0,19 1,34 ±  0,39 267 ± 63 119 ± 33 

Tec. Adip. Marrom 1,20 ± 0,12  4,22 ±  0,86* 90 ± 12 31 ± 8* 

Rins 1,58 ± 0,40 11,1 ±  3,08* 92 ± 22 13 ±  3* 

Ventrículo Esq. 10,2 ± 3,10 28,8 ±  6,5* 17 ± 4 4.6 ± 1.3* 

Pulmão 0,53 ± 0,16 1,25 ± 0,28 369 ± 149 113 ± 36 

Mesentério 0,21 ± 0,05 1,37 ± 0,39* 777 ± 242 118 ± 39* 

Músculo 0,38 ± 0,08 1,93 ± 0,30* 350 ± 104 52 ± 8* 

Pele 0,08 ± 0,02 0,28 ± 0,06* 2547 ± 929 386 ± 67* 

Baço 0,81 ± 0,22 1,24 ± 0,22 168 ± 37 124 ± 49 

Testísculos 0,10 ± 0,03 0,31 ± 0,11 1561 ± 367 721 ± 180 

Tec. Adip. Branco 0,03 ± 0,01 0,14 ± 0,05 4622 ± 869 1865 ± 653* 

 

SD- ratos Sprague-Dawley (n=6-8); TGR- ratos transgênicos (n=7-8).  Dados expressos como 

média ± EPM; *p< 0,05 em comparação ao grupo SD (Student t test). 
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Figure 4.  Parâmetros hemodinâmicos determinados por microesferas fluorescentes. 

Valores de resistência periférica total (mmHg · ml-1 · min · 100g), índice cardíaco (ml · min-1 · 

100g-1), débito cardíaco (ml · min-1) e volume sistólico (ml) calculados através da técnica de 

medida de fluxo regional com esferas fluorescentes em ratos SD (n=8) e TGR (n=7) anestesiados 

com uretana.  Dados expressos como média ± EPM; *p<0,05 em comparação aos ratos SD 

(Student t test). 
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Figure 5.  Pressão Arterial Média e Frequência Cardíaca. 

Valores de pressão arterial média (mmHg) e frequência cardíaca (bpm) de ratos SD (n=7) e TGR 

(n=7) anestesiados com uretana.  Dados expressos como média ± EPM; *p<0,05 em comparação 

aos ratos SD (Student t test). 

 

 

5.2 Nível plasmático do peptídeo natriurético atrial (ANP) 

A próxima etapa do nosso trabalho foi avaliar a possibilidade dos animais TGR 

apresentarem níveis elevados de ANP, uma vez que este peptídeo causa natriurese e 

vasodilatação, efeitos que poderiam explicar os achados anteriores nos ratos [TGR(A1-7)7371] 

(Alves, 2014; Dissertação de Mestrado).  Nossos dados confirmaram esta hipótese, mostrando 

que os ratos TGR apresentaram níveis plasmáticos de ANP significativamente maiores (231 ± 44 

pg/ ml; Figura 6) do que os animais SD (135 ± 20 pg/ml in SD; Figura 6). 
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Figure 6.  Níveis plasmáticos do Peptídeo Natriurético Atrial. 

Níveis plasmáticos do peptídeo natriurético atrial (ANP, pg/ ml) em ratos SD (n=7) e TGR 

(n=6).  Dados expressos como média ± EPM; *p<0,05 em comparação ao SD (Student t test). 

 

 

Estes dados reforçaram a necessidade de avaliar se a expressão da proteína de fusão seria 

difusa ou restrita a determinadas áreas do SNC.  Além de caracterizar o modelo de animal 

transgênico, esta avaliação poderia contribuir para o entendimento das alterações 

cardiovasculares e hemodinâmicas apresentadas pelos ratos TGR no estado basal.  Desta forma, 

na segunda e terceira etapa deste estudo avaliamos, por imunofluorescência, RT-PCR e qRT-

PCR, a presença da proteína de fusão e do transgene em diferentes áreas do cérebro e tecidos 

periféricos de ratos TGR(A1-7)7371, com foco nas regiões do bulbo e hipotálamo. 

 

5.3 Verificação da marcação imunofluorescente da proteína de fusão com o anticorpo 

anti-IgG2b de camundongo 

Inicialmente escolhemos a porção do IgG2b como marcador da proteína de fusão, uma 

vez que esta parte é de camundongo e confere sustentação para a proteína.  Para avaliar a 

marcação do anticorpo anti-IgG2b de camundongo, foi utilizado como controle positivo o 

testículo de ratos [TGR(A1-7)3292] que expressam a mesma proteína de fusão contendo a 
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sequência de Ang-(1-7) sob regulação do promotor citomegalovírus (CMV).  Neste animal, já 

bastante estudado em nosso laboratório (Botelho-Santos e cols., 2007; Santiago e cols., 2010; 

Kangussu e cols., 2017; Santos e cols., 2017), a expressão da proteína está restrita aos testículos 

(Santos e cols., 2004).  Como controle negativo, foi utilizado testículo de ratos SD.  Como pode 

ser observado na Figura 7, sinal positivo para a proteína de fusão (em vermelho) foi observado 

apenas no testículo do [TGR(A1-7)3292], mostrando que o anticorpo utilizado em nosso estudo 

reconhece com “seletividade” a proteína de fusão.  Na figura 7, em Azul está a marcação dos 

núcleos das células com DAPI, uma molécula fluorescente que se liga fortemente ao DNA.  

Como controle positivo e negativo também foram utilizadas secções do cérebro dos ratos 

TGR(A1-7)7371, incubadas com os anticorpos primário (Anti-IgG2b) e secundário (Cy3) ou 

somente com anticorpo secundário para avaliar autofluorescência (Fig. 8).   
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Figura 7. Marcação imunofluorescente da proteína de fusão com o anticorpo anti-IgG2b de 

camundongo em testículo. 

Imagens representativas de cortes (50 m) do testículo de rato TGR(A1-7)7371 (A1; visão 

ampliada à direita em A2 e A3), rato SD (B1; visão ampliada à direita em B2 e B3) e rato 

TGR(A1-7)3292 (C1; visão ampliada à direita em C2 e C3) mostrando a marcação da proteína 

de fusão com o anticorpo anti-IgG2b de camundongo.  Em vermelho marcação positiva para a 

proteína de fusão (IgG2b/Cy3 1:300) e em azul, marcação para os núcleos com DAPI.  Imagens 

obtidas no microscópio de fluorescência BZ-9000 (2x e 10x, BioRevo Keyence, Japão). 
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Figura 8.  Controle da marcação da proteína de fusão no cérebro. 

Imagens representativas ao nível do núcleo ambíguo (Amb) e área rostroventolateral do bulbo 

(RVLM) de rato TGR(A1-7)7371 ilustrando autofluorescência em cortes do cérebro que foram 

incubados apenas com o anticorpo secundário (Cy3), ou seja, sem prévia incubação com o 

anticorpo primário.  Em A1, células positivas para proteína de fusão (visão ampliada à direita em 

A2 e A3) e em B1, células negativas, incubadas apenas com anticorpo secundário sem anticorpo 

primário (visão ampliada à direita; B2 e B3).  A imunorreatividade para proteína de fusão (anti-

IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o marcador nuclear, DAPI, está em azul.  Imagens obtidas 

com o microscópio de fluorescência BZ-9000 (BioRevo Keyence, Japão).  Espessura do corte- 

40µm, objetivas 2x (A1 e B1) e 10x (A2, A3, B2 e B3). 

 

 

 

 5.4 Avaliação da presença da proteína de fusão em Astrócitos e/ou Neurônios 

Com o objetivo de avaliar em que tipo celular, astrócitos e/ou neurônios, a proteína de 

fusão estava presente, foi realizado ensaio de imunofluorescência em cortes do bulbo e 

prosencéfalo com dupla marcação com anticorpo anti-Tuj1 ou anticorpo anti-GFAP e o 

anticorpo para a proteína de fusão (anti-IgG2b).  O anticorpo anti-Tuj1 reconhece seletivamente 

a proteína -tubulina III que contribui para a estabilidade de microtúbulos em corpos de células 

neuronais e axônios.  Para a identificação de astrócitos foi utilizado o anticorpo anti-GFAP 

(Proteína ácida fibrilar glial), subunidade dos filamentos intermediários do citoesqueleto celular 

em células gliais.  As Figuras 9 e 10 representam a marcação obtida em células da RVLM e 

hipocampo para neurônios (anti-Tju1) e para astrócitos nas mesmas áreas nos ratos [TGR(A1-
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7)7371], ilustrando o padrão de marcação que foi obtido em todas as áreas do bulbo e 

prosencefálicas estudadas.  Surpreendentemente, observamos que a proteína de fusão está 

presente preferencialmente em neurônios, uma vez que, não foi observado imuno-colocalização 

entre células que expressão a proteína de fusão nos astrócitos (Figuras 9 B3 e 10 B3).  Como 

pode ser observado nas Figuras 9 e 10 a coloração dupla (laranja-amarelado) para IgG2b 

(vermelho) e Tuj1 (verde) com DAPI (azul) indicou que a imunorreatividade para a proteína de 

fusão está co-localizada principalmente com o marcador neuronal.  Corroborando esses 

resultados e, de maneira clara e evidente, a morfologia das células que expressam a proteína de 

fusão são semelhantes à morfologia neuronal.  Desta forma, estudos futuros utilizando 

marcadores seletivos para determinados neurônios serão necessários para identificar os tipos 

neuronais específicos (interneurônios, etc) que expressam a proteína de fusão, visto que alguns 

neurônios no mesmo campo não apresentaram dupla marcação.   
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Figura 9.  Marcação imunofluorescente da proteína de fusão em neurônios e astrócitos da 

RVLM. 
Colocalização da marcação para a proteína de fusão produtora de angiotensina-(1-7) e neurônios 

e astrócitos da RVLM.  O marcador da proteína de fusão, anti-IgG2b, é mostrado em vermelho 

(A1 e B1), os marcadores neuronal e de astrócito (anti-Tuj1 e anti-GFAP; respectivamente) são 

mostrados em verde (A2 e B2), e o marcador nuclear, DAPI, em azul (A3 e B3). As imagens A3 

e B3 representam a sobreposição. As imagens representam 26 capturas sobrepostas (Z-Stack) 

com ampliação 20x por microscopia confocal Zeiss 700 (Zeiss, Alemanha). 
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Figura 10.  Marcação imunofluorescente da proteína de fusão em neurônios e astrócitos do 

hipocampo. 
Colocalização da marcação da proteína de fusão produtora de angiotensina-(1-7) em neurônios 

ou astrócitos do hipocampo.  O marcador da proteína de fusão, anti-IgG2b, é mostrado em 

vermelho (A1 e B1), os marcadores neuronal e de astrócito (anti-Tuj1 e anti-GFAP; 

respectivamente) são mostrados em verde (A2 e B2), e o marcador nuclear, DAPI, em azul (A3 e 

B3).  As imagens A3 e B3 representam a sobreposição.  As imagens representam 20 capturas 

sobrepostas (Z-Stack) com ampliação 40x por microscopia confocal Zeiss 880 (Zeiss, 

Alemanha).  

 

 

5.5 Análise e Sequenciamento do promotor  

Devido a imuno-colocalização preferencialmente em neurônios para proteína de fusão, 

nós decidimos avaliar e sequenciar o promotor e algumas regiões do transgene.  Primeiramente, 

o promotor foi avaliado através da amplificação de segmentos de DNA genômico dos ratos 

[TGR(A1-7)7371] por PCR, utilizando óligos sense e antisense para o promotor neuronal 

humano, NSE, e para o promotor glial humano, GFAP.  A utilização do promotor NSE nos ratos 

[TGR(A1-7)7371] foi descartada após várias reações, devido a presença de fragmentos 

inespecíficos de DNA nos géis representativos (Anexo I).  A utilização do promotor GFAP nos 
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ratos [TGR(A1-7)7371] foi confirmada após a verificação do produto de cada amostra em gel de 

agarose, com a presença de bandas de DNA (Anexo II e III) e cDNA (Anexo IV) específicas, e 

através do sequenciamento dos fragmentos de DNA presentes nos géis representativos e na 

amostra de cDNA (Anexo II-IV). 

 

5.6 Análise da expressão do transgene determinado por RT-PCR e qRT-PCR 

Na terceira etapa deste estudo avaliamos e quantificamos a expressão do transgene no 

cérebro e em outros tecidos, uma vez que, a proteína de fusão mostrou imuno-colocalização em 

neurônios e, desta forma, poderia ser expressa no tecido nervoso periférico.   

 Primeiramente avaliamos a expressão do mRNA do transgene através do par de primers 

ou óligos para a sequência hGFAP/ hRENEX (fragmento de 800 pb) em diferentes tecidos de 

TGR e SD utilizando a técnica de RT-PCR.  Foram utilizados como controle positivo, cDNA de 

testículo e cérebro de rato TGR(A1-7)3292 que expressa a mesma proteína de fusão sob 

regulação do promotor CMV e para excluir a possibilidade de contaminação, foram realizados 

controles negativo e positivo, utilizando água e DNA genômico de TGR(A1-7)7371 em 

substituição ao cDNA.  Como pode ser observado nos géis representativos da Figura 11, mRNA 

do transgene foi obtido não apenas do cérebro dos animais TGR(A1-7)7371, como também em 

todos os tecidos testados.  Deve-se ser ressaltado que as bandas que identificaram o mRNA nos 

tecidos periféricos tiveram intensidade aparentemente menor que a do cérebro.  Como esperado, 

não houve expressão de mRNA do transgene obtido através do par de primers para a sequência 

hGFAP/ hRENEX nos ratos SD e TGR(A1-7)3292 (Figura 11).  Além disso, a localização de 

banda na posição correta para o cDNA nos ratos TGR(A1-7)7371 descarta possível 

contaminação por DNA genômico (DNAgen na Figura 11).  Adicionalmente, a expressão do 

transgene nos ratos TGR(A1-7)7371 confirma a utilização do promotor GFAP (humano). 
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Figura 11. Imagens de géis representativos da expressão do mRNA do transgene por RT-

PCR. 

Imagem de géis mostrando o fragmento de 800 bp obtido por RT-PCR utilizando par de 

primers para a sequência hRENEX/GFAP do transgene a partir do RNA total de diferentes 

tecidos de animais SD, TGR(A1-7)7371 e TGR(A1-7)3292.  

 

  

  

 A quantificação do mRNA para a proteína de fusão em áreas específicas do cérebro e de 

tecidos periféricos de ratos TGR(A1-7)7371 foi avaliada por PCR em tempo real (qRT-PCR) 

utilizando par de primers para a sequência IG5/ hRENEX do transgene (fragmento de 108 pb).  

De forma surpreendente, observamos maior expressão mRNA para o gene da proteína de fusão 

na aorta (109 ± 10 u.a.; Figura 12), seguindo de áreas bulbares relacionadas com o controle 

cardiovascular como, RVL, CVL e NTS, e outras áreas cerebrais em regiões prosencefálicas 

(hipocampo, PAG, PVN, estriado e córtex).  De forma geral, a maior expressão do mRNA foi 

observado no cérebro, com exceção apenas do SON.  Em intensidade menor observou-se 

expressão do mRNA do transgene da proteína de fusão nos outros tecidos (pulmão, átrio, rim, 

ventrículo esquerdo, fígado, testículo e adrenal; Figura 12). 
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Figura 12.  Quantificação da expressão do mRNA para proteína de fusão por qRT-PCR. 
Valores arbitrários obtidos por qRT-PCR em amostras RNA total de áreas cerebrais e tecidos 

periféricos de ratos TGR(A1-7)7371 (n=3-5).  RVL – área rostral ventrolateral do bolbo, CVL – 

área caudal ventrolateral do bulbo, NTS – núcleo do trato solitário, PAG – substância cinzenta 

periaquedutal, PVN – núcleo paraventricular do hipotálamo, SON – núcleo supra-óptico e VE – 

ventrículo esquerdo. 

 

 

5.7 Avaliação da presença da proteína de fusão em tecidos periféricos por IF 

 Com os resultados obtidos por PCR que mostraram a expressão do mRNA do transgene 

em diferentes tecidos, a seguir avaliamos a expressão da proteína de fusão por IF.  Escolhemos 

para esta análise a aorta, o coração e o pulmão de ratos TGR e SD (grupo controle) e utilizamos 

como controle positivo, a marcação em duas áreas bulbares (o Amb e a RVLM) e testículo de 

ratos TGR(A1-7)3292.  A Figura 13 ilustra a marcação imunofluorescente obtida para proteína 

de fusão no testículo de rato TGR(A1-7)3292 e no cérebro de rato TGR(A1-7)7371.  De forma 

interessante não foi observado imunorreatividade para proteína de fusão na aorta (Figura 14), 

coração (Figura 15) e pulmão (Figura 16) de ratos TGR(A1-7)7371, o resultado foi semelhante 
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ao grupo controle SD.  Vale ressaltar que no testículo de ratos TGR(A1-7)7371 a 

imunorreatividade para proteína de fusão também foi negativa (Item 5.3, Figura 7).  Apesar do 

PCR, a proteína de fusão não foi identificada por imunofluorescência nos tecidos periféricos 

avalidos dos ratos TGR(A1-7)7371. 

 

Figura 13.  Marcação imunofluorescente da proteína de fusão no testículo e cérebro. 

Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão com o 

anticorpo anti-IgG2b de camundongo no testículo de rato transgênico [TGR(A1-7)3292; A1-A2] 

e no cérebro de TGR [TGR(A1-7)7371; B1-B2].  As imagens (A2-B2) foram obtidas da área 

delimitada pelo retângulo desenhado nos cortes A1 e B2.  Em vermelho marcação positiva para a 

proteína de fusão (IgG2b/Cy3 1:300) e em azul, marcação dos núcleos com DAPI.  Imagens 

obtidas com o microscópio Confocal Zeiss 880 (Zeiss, Alemanha).  Espessura do corte- 50µm, 

objetivas 63x (A1 – tile scan e A2) e 20x (B1 – tile scan e B2).  
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Figura 14.  Marcação imunofluorescente da proteína de fusão em aorta. 

As imagens representativas ilustram a ausência de marcação imunofluorescente da proteína de 

fusão na aorta de rato TGR [TGR(A1-7)7371; A-D] e rato SD (Grupo controle; E-H) com o 

anticorpo anti-IgG2b de camundongo.  Em vermelho (IgG2b/Cy3 1:300) imunonegatividade 

para proteína de fusão em ratos TGR (A) e SD (E).  Em verde, autofluorescência do tecido 

(background 488, B e F).  Em azul, marcação dos núcleos com DAPI (C e G).  Co-localização 

(D e H).  Imagens obtidas com o microscópio Confocal Zeiss 880 (Zeiss, Alemanha).  Espessura 

do corte- 6µm, objetivas 40x (A-H). 
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Figura 15. Marcação imunofluorescente da proteína de fusão no coração. 

As imagens representativas ilustram a ausência de marcação imunofluorescente da proteína de 

fusão no coração de rato TGR [TGR(A1-7)7371; A-D] e rato SD (Grupo controle; E-H) com o 

anticorpo anti-IgG2b de camundongo.  Em vermelho (IgG2b/Cy3 1:300) imunonegatividade 

para proteína de fusão em ratos TGR (A) e SD (E).  Em verde, autofluorescência do tecido 

(background 488, B e F).  Em azul, marcação dos núcleos com DAPI (C e G).  Co-localização 

(D e H).  Imagens obtidas com o microscópio Confocal Zeiss 880 (Zeiss, Alemanha).  Espessura 

do corte- 30µm, objetivas 63x (A-H). 
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Figura 16. Marcação imunofluorescente da proteína de fusão no pulmão. 

As imagens representativas ilustram a ausência de marcação imunofluorescente da proteína de 

fusão no pulmão de rato TGR [TGR(A1-7)7371; A-D] e rato SD (Grupo controle; E-H) com o 

anticorpo anti-IgG2b de camundongo.  Em vermelho (IgG2b/Cy3 1:300) imunonegatividade 

para proteína de fusão em ratos TGR (A) e SD (E).  Em verde, autofluorescência do tecido 

(background 488, B e F).  Em azul, marcação dos núcleos com DAPI (C e G).  Co-localização 

(D e H).  Imagens obtidas com o microscópio Confocal Zeiss 880 (Zeiss, Alemanha).  Espessura 

do corte- 6µm, objetivas 20x (A-H). 

 

 

5.8 Expressão da proteína de fusão em áreas cerebrais envolvidas com o controle 

cardiovascular da pressão arterial  

Na última etapa do nosso estudo, a imunofluorescência para proteína de fusão foi 

observada principalmente em diferentes áreas relacionadas com o controle cardiovascular e 

equilíbrio hidroeletrolítico.  Além disso, foi observado marcação em outras áreas onde as ações 

da Ang-(1-7), são importantes na modulação de funções cognitivas, comportamental e sistema 

límbico.  Embora alguma marcação tenha sido observada em outras regiões do cérebro, esse 

estudo se restringiu, primeiramente, em avaliar a marcação para a proteína de fusão no bulbo e 

hipotálamo.  No bulbo, os cortes se iniciaram no nível mais rostral da área rostral ventrolateral 

do bulbo (RVLM), abrangendo o núcleo do trato solitário (NTS) e se estenderam até a região 
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mais caudal ventrolateral do bulbo (CVLM).  No prosencéfalo, os cortes incluíram o hipotálamo, 

tálamo, córtex, hipocampo, amígdala e corpo estriado.  De maneira geral, independentemente da 

área avaliada, a marcação ficou restrita as células ou corpos celulares, fibras ou tratos, pouca ou 

nenhuma marcação foi evidenciada em núcleos.  As áreas/núcleos foram identificadas de acordo 

com atlas de Paxinos e Watson (2004). 

 

5.8.1 Bulbo e Hipotálamo 

A imunorreatividade para a proteína de fusão que contém a sequência da Ang-(1-7) pode 

ser detectada com diferentes graus de intensidade em várias células nos ratos TGR(A1-7)7371.  

No entanto, a marcação de maior intensidade para a proteína de fusão foi identificada nas áreas 

bulbares relacionadas com o controle cardiovascular como, a área rostral do bulbo ventrolateral 

(RVLM, Figura 17) e núcleo ambíguo (Amb, Figura 17), área caudal do bulbo ventrolateral 

(CVLM, Figura 18), núcleo hipoglosso (nXII, Figura 19) e no complexo solitário/vagal (Figura 

19 e 20), que compreende o núcleo do trato solitário (NTS) e o núcleo motor dorsal do nervo 

vago (nX).  Vale ressaltar que a imunofluorescência para a proteína de fusão se estendeu ao 

longo de todo o eixo rostro-caudal, além do corpo celular, para os dendritos das células.  No 

entanto, o núcleo das células apresentaram-se imunonegativo, o que sugere que a marcação se 

restrinja a membrana celular e/ou citoplasma.  Essas regiões participam da modulação de 

reflexos cardiovasculares importantes para a homeostase da pressão arterial e, esta marcação está 

em conformidade com os dados apresentados anteriormente.  Adicionalmente, é importante 

enfatizar que nenhuma marcação foi observada nos tecidos cerebrais de ratos SD (Figuras 17-

19).  A imunorreatividade para a proteína de fusão foi encontrada também em outras áreas 

rostrais do bulbo não diretamente relacionadas com o controle cardiovascular como núcleo da 

rafe e núcleo olivar inferior (Figura 21). 
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Figura 17.  Marcação da proteína de fusão no núcleo ambíguo (Amb) e na área 

rostroventrolateral do bulbo (RVLM). 

Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) no Amb e na RVLM de rato TGR(A1-7)7371.  A 

imunorreatividade para proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o 

marcador nuclear, DAPI,  está em azul.  (A1) Células positivas para proteína de fusão no cérebro 

dos ratos TGR(A1-7)7371 (visão ampliada à direita; A2 e A3) e (B1) células negativas para 

proteína de fusão no cérebro dos ratos SD (visão ampliada à direita; B2 e B3).   Imagens obtidas 

com o microscópio de fluorescência BZ-9000 (BioRevo Keyence, Japão).  Espessura do corte, 

40µm, objetivas 2x (A1 e B1) e 20x (A2, A3, B2 e B3). 
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Figura 18.  Marcação da proteina de fusão na área caudoventrolateral do bulbo (CVLM). 
Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) na CVLM de rato TGR(A1-7)7371.  A imunorreatividade para 

proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o marcador nuclear, DAPI,  está 

em azul. (A1) Células positivas para proteína de fusão no cérebro dos ratos TGR(A1-7)7371 

(visão ampliada à direita; A2 e A3) e (B1) células negativas para proteína de fusão no cérebro 

dos ratos SD (visão ampliada à direita; B2 e B3).  Imagens obtidas com o microscópio de 

fluorescência BZ-9000 (BioRevo Keyence, Japão).  Espessura do corte- 40µm, objetivas 2x (A1 

e B1) e 20x (A2, A3, B2 e B3). 
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Figura 19. Marcação da proteina de fusão no núcleo motor dorsal do vago (nX) e núcleo 

hipoglosso (nXII). 

Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) no nX e nXII de rato TGR(A1-7)7371.  A imunorreatividade 

para proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o marcador nuclear, DAPI,  

está em azul. (A1) Células positivas para proteína de fusão no cérebro dos ratos TGR(A1-7)7371 

(visão ampliada à direita; A2 e A3) e (B1) células negativas para proteína de fusão no cérebro 

dos ratos SD (visão ampliada à direita; B2 e B3).  Imagens obtidas com o microscópio de 

fluorescência BZ-9000 (BioRevo Keyence, Japão).  Espessura do corte- 40µm, objetivas 2x (A1 

e B1) e 20x (A2, A3, B2 e B3). 

 

 

 
 

Figura 20.  Marcação da proteína de fusão no núcleo do trato solitário (NTS). 
Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) no NTS de rato TGR(A1-7)7371.  A imunorreatividade para 

proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o marcador nuclear, DAPI,  está 

em azul.  (A1) Células positivas para proteína de fusão no cérebro dos ratos TGR(A1-7)7371 

(visão ampliada à direita; A2 e A3).  Imagens obtidas com o microscópio Confocal Zeiss 880 

(Zeiss, Alemanha).  Espessura do corte- 40µm, objetivas 20x (A1) e 40x (A2 e A3) – tile scan.  



72 
 

 

 

Figura 21.  Marcação da proteína de fusão no núcleo da rafe (RPa) e núcleo olivar inferior 

(IO). 
Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) no RPa e IO de rato TGR(A1-7)7371.  A imunorreatividade para 

proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o marcador nuclear, DAPI,  está 

em azul.  (A1) Células positivas para proteína de fusão no núcleo da rafe dos ratos TGR(A1-

7)7371 (visão ampliada à direita; A2 e A3) e (B1) células positivas para proteína de fusão no 

núcleo olivar inferior dos ratos TGR(A1-7)7371 (visão ampliada à direita; B2 e B3). Imagens 

obtidas com o microscópio de fluorescência BZ-9000 (BioRevo Keyence, Japão).   Espessura do 

corte- 40µm, objetivas 2x (A1 e B1), 10x (B2 e B3) e 20x (A2 e A3). 

 

Nas áreas prosencefálicas, a imunofluorescência para a proteína de fusão foi observada 

em áreas mais restritas.  Diferentemente do bulbo, onde vários grupamentos de células foram 

imunorreativos, no hipotálamo os ratos [TGR(A1-7)7371] mostraram imunorreatividade para a 

proteína de fusão apenas no núcleo supra-óptico (SON, Figura 22).  Esse resultado está de 

acordo com os níveis aumentados de AVP nos ratos transgênicos.  Para nossa surpresa, nenhuma 

imunocoloração foi observada no núcleo paraventrícular (PVN) dos ratos [TGR(A1-7)7371] 

(Figura 23), área importante para o controle cardiovascular especialmente nos ajustes ao estresse 

emocional (DiMicco e cols., 1996).  Da mesma forma que nas outras regiões, não houve 
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marcação quando o ensaio foi realizado em ratos SD e em tecidos incubados sem anticorpo 

primário.  

 

 
 

Figura 22.  Marcação da proteína de fusão no núcleo supra-óptico (SON). 
Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) no SON de rato TGR(A1-7)7371.  A imunorreatividade para 

proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em vermelho e o marcador nuclear, DAPI, está 

em azul.  (A1) Células positivas para proteína de fusão no cérebro dos ratos TGR(A1-7)7371 

(visão ampliada à direita; A2 e A3).  Imagens obtidas com o microscópio de fluorescência BZ-

9000 (A1; BioRevo Keyence, Japão) e microscópio Confocal Zeiss 700 (A2 e A3; Zeiss, 

Alemanha).  Espessura do corte- 40µm, objetivas 2x (A1) e 20x (A2 e A3). 

 

 

 

Figura 23.  Marcação da proteína de fusão no núcleo paraventricular (PVN) do 

hipotálamo. 
Imagens representativas mostrando a ausência de expressão da proteína de fusão no PVN de rato 

TGR(A1-7)7371.  A imunorreatividade para proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em 

vermelho e o marcador nuclear, DAPI,  está em azul. (A1) Células negativas para proteína de 

fusão no PVN dos ratos TGR(A1-7)7371 (visão ampliada à direita; A2 e A3).  Imagens obtidas 

com o microscópio de fluorescência BZ-9000 (BioRevo Keyence, Japão).  Espessura do corte- 

40µm, objetivas 2x (A1) e 10x (A2 e A3). 
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Imunorreatividade para a proteína de fusão foi encontrada também em outras áreas não 

diretamente relacionadas com o controle cardiovascular ou o balanço hidroeletrolítico nos ratos 

TGR(A1-7)7371, incluindo o hipocampo (giro denteado e áreas CA1, CA2 e CA3 do giro 

hipocampal), diferentes sub-regiões do córtex, núcleo ventral posterolateral talâmico, núcleo 

amigdalóide basomedial, globo pálido (Figura 24) e corpo estriado (Figura 25).  Da mesma 

forma que para as outras regiões, a marcação para a proteína de fusão não foi observada no 

grupo controle (ratos SD).   

As imagens de cada área/ núcleo foram obtidas no nível de secção frontal que 

apresentaram maior intensidade, no entanto, se estenderam através do eixo rostro-caudal, até 

onde os cortes foram realizados.  A Figura 25 apresenta detalhes da marcação em células do 

hipocampo dos ratos [TGR(A1-7)7371] e SD. 
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Figura 24.  Marcação da proteína de fusão no córtex retrosplenial granular e giro denteado 

(GD) do hipocampo (A1), amígdala e globo pálido (B1) e núcleo ventral posterolateral 

talâmico (C1). 
Expressão da proteína de fusão no GD do hipocampo (A1); amígdala e globo pálido (B1) e 

núcleo ventral posterolateral talâmico (C1) de ratos transgênicos [TGR(A1-7)7371].  As imagens 

(A2, A3, B2 e C2) foram obtidas da área delimitada pelo retângulo desenhado nos cortes A1-C1.  

Em vermelho (IgG2b/Cy3 1:300), marcação positiva para a proteína de fusão. Em azul, 

marcação dos núcleos com DAPI.  Imagens obtidas com o microscópio de fluorescência BZ-

9000 (BioRevo Keyence, Japão).  Espessura do corte- 50µm, objetivas 2x (A1-C1) e 10x (A2, 

A3, B2 e C2). 
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Figura 25.  Marcação da proteína de fusão no hipocampo e corpo estriado 
Imagens representativas mostrando a marcação imunofluorescente da proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) no hipocampo (áreas CA1, CA2 e CA3) e corpo estriado de rato 

TGR(A1-7)7371. A imunorreatividade para proteína de fusão (anti-IgG2b/Cy3 1:300) está em 

vermelho e o marcador nuclear, DAPI,  está em azul. (A1) Células positivas para proteína de 

fusão no hipocampo dos ratos TGR(A1-7)7371 (visão ampliada à direita; A2 e A3) e (B1) 

células positivas para proteína de fusão no estriado dos ratos TGR(A1-7)7371 (visão ampliada à 

direita; B2 e B3). Imagens obtidas com o microscópio de fluorescência BZ-9000 (BioRevo 

Keyence, Japão).  Espessura do corte- 40µm, objetivas 2x (A1 e B1) e 10x (A2, A3, B2 e B3). 

 

 

 

 A Figura 26 resume em diagramas, com base no atlas de Paxinos e Watson (2004), a 

localização da imunorreatividade para a proteína de fusão produtora de Angiotensina-(1-7) em 

diferentes áreas do cérebro de ratos TGR(A1-7)7371. 
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Figure 26.  Localização da marcação imunofluorescente para a proteína de fusão 

produtora de angiotensina-(1-7) em diferentes áreas do cérebro de TGR. 
Diagramas esquemáticos de seções frontais do cérebro do atlas de Paxinos e Watson (2004) em 

diferentes níveis (número em diagramas) mostrando a localização (área sombreada vermelha) da 

imunorreatividade da proteína de fusão em diferentes áreas do cérebro de ratos TGR(A1-7 )7371 

como observado em todos os animais estudados.  nX, núcleo motor dorsal do vago; nXII, núcleo 

hipoglosso; Amb, núcleo ambíguo; Amg, amígdala; AP, área postrema; CA1, CA2 e CA3 áreas 

do hipocampo; CO, córtex; CPu, corpo estreado; CVL, caudal ventrolateral reticular do bulbo; 

DG, giro denteado; GP, globo pálido; NTS, núcleo do trato solitário; SON, núcleo supra-óptico ; 

4V, 4º ventrículo; py, trato piramidal; RVL, rostro ventrolateral reticular do bulbo; VPM/ VPL, 

Tálamo.  
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VI DISCUSSÃO 

6.1 Considerações Gerais e parâmetros hemodinâmicos  

A manipulação gênica de componentes do SRA tem contribuído para ampliar o 

conhecimento a respeito dos mecanismos que são modulados por este sistema e sua importância 

na fisiopatologia de várias doenças entre elas as doenças cardiovasculares (DCV).  A 

modificação genética de ratos e camundongos tornou-se uma ferramenta importante para testar 

hipóteses bioquímicas e elucidar o papel de proteínas específicas na fisiopatogenia de diferentes 

doenças.  Nesse estudo procuramos entender melhor o papel da Ang-(1-7) produzida no sistema 

nervoso central sobre o controle cardiovascular, utilizando animais TGR que sofreram 

manipulação genética com a incorporação em seu genoma de um gene que codifica uma proteína 

de fusão contendo a sequência da Ang-(1-7) e sob regulação do promotor GFAP.  Assim, o 

peptídeo será liberado principalmente no SNC.  Esse é o primeiro e único modelo de rato 

transgênico que permite avaliar os efeitos induzidos pelo aumento de longo prazo da Ang-(1-7) 

no SNC, independente dos efeitos periféricos.   

Em estudo anterior observamos que esses animais apresentam menor PAM com produção 

aumentada de Ang-(1-7) no encéfalo, um aumento de 32% no hipotálamo e uma tendência ao 

aumento da concentração de Ang-(1-7) no bulbo e outras regiões do encéfalo (p= 0,07), sem 

alteração significativa desse peptídeo na circulação.  Estes dados sugerem que o aumento de 

Ang-(1-7) está restrito ao cérebro e que não há vazamento aparente ou significante para a 

periferia (Alves e cols., 2013; Alves e cols., 2014).  A menor PA dos ratos TGR é um dado 

importante de ser ressaltado, uma vez que o background desses animais é normotenso.  

Entretanto, esses animais apresentaram aumento do tônus simpático cardíaco e vascular 

acompanhado de aumento dos níveis plasmáticos de AVP, redução do volume urinário, aumento 

da concentração urinária de sódio e uma tendência de aumento da osmolaridade urinária, sem 

alteração significativa no volume de ingestão de água e concentração de potássio urinário.  Estes 

dados sugerem que o menor valor de PA destes animais é resultado de complexa interação da 
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Ang-(1-7) com diferentes áreas do SNC e/ou de mecanismos compensatórios centrais e 

periféricos gatilhados para manter a PA em níveis mais próximos ao fisiológico (Alves e cols., 

2013; Alves, 2014; Alves e cols., 2014).   

No presente estudo estendemos estes resultados e, ao medir o fluxo regional através de 

microesferas fluorescentes, observamos aumento do fluxo sanguíneo em diferentes 

órgãos/tecidos, o que resultou em  diminuição significativa da RPT.  Assim, estes dados indicam 

que a menor PAM destes TGR é decorrente de redução da RPT.  Entretanto, estes animais 

apresentaram aumento do IC, o que indica um estado de hiperdinamismo da circulação e, deve 

estar relacionado ao efeito simpático cardíaco associado a aumento do retorno venoso.  O 

aumento do retorno venoso, por sua vez, deve estar relacionado a redução da capacitância venosa 

mediada também pelo aumento da atividade do SNS.  Hipótese que é corroborada pela maior 

atividade simpática cardíaca e vascular (α-adrenérgico), observada nos TGR através de bloqueio 

farmacológico (prazosin e propranolol; Alves, 2014).  É interessante observar que o maior IC 

não compensa completamente a menor RPT e, com isso, a PAM dos TGR é menor do que a dos 

animais SD. 

No presente estudo, observamos também que os TGR apresentaram aumento dos níveis 

plasmáticos de ANP, um hormônio natriurético e vasodilatador, que pode explicar a 

vasodilatação nos tecidos estudados.  Esse dado está de acordo também com a observação de que 

os TGRs apresentaram um aumento na concentração urinária de sódio (Alves, 2014).   O ANP 

pode contribuir para reduzir a RPT por meio de sua bem conhecida ação vasodilatadora direta 

(Sabrane e cols., 2005; Brenner e cols., 1990).  Estudos mostram que portadores de variante 

genética de ANP (polimorfismo de nucleotídeo único, rs5068), que está associada a níveis 

circulantes mais altos de ANP, têm valores mais baixos de PA e menor risco de desenvolver 

hipertensão arterial (Newton-Cheh e cols., 2009; Cannone e cols., 2011; Cannone e cols., 2013; 

Ichiki e Burnett Jr, 2017).  Desta forma, a menor PA dos TGRs pode ser, em grande parte, 

devido ao efeito hipotensor do ANP.   
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Gutkowska e cols. (1997) mostraram que a liberação de ocitocina estimula receptores 

cardíacos promovendo a secreção de ANP.  É possível que o aumento de Ang-(1-7) cerebral 

esteja induzindo a liberação de ocitocina, através da interação com neurônios ocitocinérgicos no 

SON e/ou PVN ou, indiretamente, pela liberação de AVP ou estimulação de neurônios 

serotoninérgicos (Jorgensen e cols., 2003; Voigt e cols., 2005; Thompson e cols., 2007; 

Kangussu e cols., 2013).  Estudos futuros serão necessários para medir os níveis de ocitocina nos 

TGRs e comprovar estas hipóteses.  A excitação neuronal induzida por Ang-(1-7) no PVN está 

de acordo com o efeito direto desse peptídeo sobre a liberação de vasopressina, mostrada no 

estudo anterior.  Dietz (1988) mostrou que AVP aumenta os níveis de ANP no plasma em 

resposta a alterações de pressão arterial, sugerindo um mecanismo adicional para explicar os 

níveis aumentados de ANP nos TGRs.   

 

6.2 Identificação da proteína de fusão em áreas bulbares e suprabulbares 

Inicialmente mostramos que o anticorpo utilizado reconhece a porção IgG2b da proteína 

de fusão, através da identificação por imunofluorescência em testículos e não no cérebro de ratos 

[TGR(A1-7)3292].  O testículo de ratos [TGR(A1-7)3292] foi utilizado como controle positivo, 

porque esses animais expressam a mesma proteína de fusão contendo a sequência de Ang-(1-7), 

porém a expressão está restrita aos testículos devido ao promotor utilizado (Santos e cols., 2004).  

Esse primeiro ensaio imunofluorescente realizado em testículos, nos ajudou validar o anticorpo e 

descartar falsos-positivos.  Não foi observado marcação nos testículos de ratos TGR(A1-7)7371 

e SD, mostrando que o anticorpo utilizado em nosso estudo reconhece com “seletividade” a 

proteína de fusão.  

No presente estudo, imunorreatividade para a proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) 

foi observada em áreas e núcleos bulbares e suprabulbares envolvidas com o controle 

cardiovascular.  Além disso, foi observado marcação em outras áreas onde as ações da Ang-(1-7) 

são importantes na modulação de funções cognitivas, comportamentais e do sistema límbico.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=J%C3%B8rgensen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588512
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Estudos anteriores mostraram a expressão do receptor Mas, predominantemente em neurônios, 

em diversas áreas bulbares (NTS, RVLM e CVLM) e hipotalâmicas (PVN e SON) relacionadas 

com o controle tônico da PA e FC (Becker e cols., 2007).  Além disso, o receptor Mas está 

presente em outras áreas como hipocampo, amígdala, tálamo e córtex (Metzger e cols., 1995; 

Becker e cols., 2007; Freund e cols., 2012).  Block e cols. em 1988 mostraram a distribuição 

neuroanatomica de Ang-(1-7) no PVN e SON, com presença de Ang-(1-7) e AVP em células 

neurossecretórias magnocelulares do PVN sugerindo que a Ang-(1-7) é parte da via secretória 

neuro-hipotálamo-hipofisária.  A presença do peptídeo e do seu receptor em estreita proximidade 

é consistente com o papel de Ang-(1-7) na modulação de funções cardiovasculares e 

neuroendócrinas. 

Em nosso estudo observamos intensa imunoreatividade para a proteína de fusão em áreas 

bulbares, especialmente aquelas que participam do controle cardiovascular como o NTS, a 

CVLM e a RVLM.  Estudos anteriores mostraram que a microinjeção de Ang-(1-7) nestas áreas 

induz alterações distintas na PAM e FC, tais como, hipotensão e bradicardia, hipertensão e 

taquicardia, aumento ou redução do tônus simpático (Silva e cols., 1993; Fontes e cols., 1994, 

1997; Chaves e cols., 2000; Alzamora e cols., 2002).  Os efeitos cardiovasculares produzidos 

pela injeção de Ang-(1-7) nestas áreas estão relacionados ao receptor Mas, uma vez que, podem 

ser abolidos pelo seu antagonista, o A-779 (Santos e cols., 2018).  Injeções agudas de Ang-(1-7) 

determinam efeitos distintos dependendo da área do cérebro.  A presença do transgene na RVLM 

está de acordo com o aumento da atividade simpática periférica.  No entanto, a presença do 

transgene na CVLM e NTS não estão.  Desta forma, é possível que nesse modelo de animal 

transgênico, a Ang-(1-7) possa estar atuando em diversas áreas relacionadas ao controle 

cardiovascular com intensidade diferenciada.  Por outro lado, mecanismos compensatórios 

gatilhados pela menor PA também podem estar atuando no sentido de manter a homeostase de 

pressão e, com isso, mascarar os efeitos hipotensores diretos desencadeados pela Ang-(1-7) em 

certas áreas do SNC. 
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Estudos anteriores avaliaram os mecanismos periféricos envolvidos nos efeitos 

cardiovasculares induzidos pela microinjeção de Ang-(1-7) em áreas bulbares.  A microinjeção 

de Ang-(1-7) na CVLM e RVLM promove alterações da PA sem alteração do DC (Alzamora e 

cols., 2002; Yamazato e cols., 2007; Ferreira e cols., 2008; Oliveira e cols., 2013).  Os efeitos na 

PA desencadeados pela Ang-(1-7) nessas áreas bulbares foram relacionados a modulação de uma 

possível via simpático-colinérgica, que determina a liberação periférica de NO, uma vez que, 

esses efeitos foram bloqueados pela administração endovenosa do antagonista α1-adrenérgico 

prazosin, metil-atropina e inibidores da enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS; 7-

nitroindazol) ou óxido nítrico sintase (NOS; L-NAME; Alzamora e cols., 2002; Oliveira e cols., 

2013).  É possível que, em nosso estudo, o efeito hipotensor observado esteja relacionado à 

liberação de NO induzido pela atuação da Ang-(1-7) preferencialmente na CVLM. 

Por outro lado, no nosso estudo foi observado imunorreatividade para proteína de fusão 

no NTS, desta forma esperávamos que os animais TGR apresentassem melhora na sensibilidade 

barorreflexo.  No entanto, o estudo anterior mostrou que não houve diferença estatisticamente 

significante dos animais TGR em comparação aos SD na sensibilidade do controle barorreflexo 

da freqüência cardíaca (Alves, 2014).  Esse resultado é contrário aos apresentados por outros 

autores que descreveram aumento da sensibilidade do reflexo pressorreceptor para a bradicardia 

reflexa pela microinjeção de Ang-(1-7) no NTS em ratos normotensos (Chaves e cols., 2000), ou 

infusão ICV em ratos normotensos (Campagnole-Santos e cols., 1992) ou hipertensos 

(Guimarães e cols., 2012; Kangussu e cols., 2013).  Estudo de Michelini e Bonagamba (1988) 

mostraram que a microinjeção de AVP no NTS atenua a bradicardia barorreflexa, sem alterar a 

taquicardia reflexa.  Os autores sugerem que o sistema vasopressinérgico pode ser um modulador 

do controle barorreflexo da FC.  Assim é possível que alteração de vias vasopressinérgicas 

desencadeadas pela Ang-(1-7) em áreas suprabulbares possam estar atenuando o efeito direto da 

Ang-(1-7) sobre a modulação do barorreflexo.  Estudos futuros deverão avaliar esta 

possibilidade. 
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Os nossos resultados mostraram também imunorreatividade para a proteína de fusão no 

SON do hipotálamo.  Esse resultado está de acordo com os níveis aumentados de AVP e redução 

do volume urinário nos ratos transgênicos (Alves e cols., 2013; Alves e cols., 2014).  Para nossa 

surpresa, nenhuma imunocoloração foi observada no PVN dos ratos TGR.  Desta forma, não 

parece que haja efeito direto da Ang-(1-7) no PVN dos TGR.  Se neurônios do PVN estão mais 

ativos nestes animais de forma indireta, através de projeções provenientes de outras áreas 

cerebrais, ainda deverá ser avaliado, uma vez que, não descartamos a possibilidade de haver 

liberação da Ang-(1-7) nesta área, pois a proteína de fusão pode ser produzida no corpo celular 

de uma área (por exemplo RVLM) e a Ang-(1-7) ser liberada em outra área (por exemplo o 

PVN). 

Estudo anteriores mostraram que estimulação aguda com Ang-(1-7) no sistema 

hipotálamo-neurohipófise estimula a liberação de AVP da mesma forma que a Ang II e Ang III 

(Schiavone e cols., 1988; Zini e cols., 1996; Phillips e Sumners, 1998).  Além disso, a partir da 

RVLM partem projeções para os núcleos hipotalâmicos envolvidos na liberação de AVP, tais 

como PVN e SON (Petrov e cols., 1993; Oliveira e cols., 2013).  Vários trabalhos apontam a 

AVP como um importante modulador do sistema nervoso autônomo e da atividade nervosa 

simpática periférica (Webb e cols., 1986; Imaizumi e Thames, 1986; Osborn e cols., 1987). 

Ambühl e cols., em 1994 mostraram que a injeção aguda de Ang-(1-7) produz efeito 

excitatório em células neuronais do núcleo PVN.  Silva e cols., em 2005 mostraram que a 

microinjeção de Ang-(1-7) neste núcleo aumenta a atividade simpática do nervo renal.  Esses 

efeitos são bloqueados pelo antagonista seletivo do receptor Mas, o A-779 (Ambühl e cols., 

1994; Silva e cols., 2005).  Essa excitação neuronal no PVN por Ang-(1-7) está de acordo com o 

aumento de vasopressina. 

Precisa ser ressaltado, entretanto, que os resultados obtidos com a microinjeção 

(estimulação aguda) de Ang-(1-7) em áreas seletivas, são na maioria semelhantes aos efeitos 

induzidos pela Ang II, e não se repetem quando infusão ICV ou manobras genéticas, ou seja, 
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estimulação de longo prazo do SNC são induzidas com Ang-(1-7).  A infusão crônica ICV de 

Ang-(1-7) atenuou os níveis elevados da PA em ratos submetidos ao modelo DOCA-Sal 

(Guimarães e cols., 2012), em ratos SHR (Jiang e cols., 2013), em ratos transgênicos 

(mREN2)27 (Nautiyal e cols., 2012; Kangussu e cols., 2015) e ratos submetidos a um modelo de 

síndrome metabólica (Guimarães e cols., 2014).  Além disso, infusão de longo prazo de Ang-(1-

7) reduziu de forma significativa a expressão do receptor AT1 e os níveis de Ang II no SNC 

(Guimarães e cols., 2012; Jiang e cols., 2013), normalizou e restaurou o controle barorreflexo da 

FC e o tônus autonômico cardíaco (Guimarães e cols., 2012; Kangussu e cols., 2015), além de 

reduzir hipertrofia cardíaca (Kangussu e cols., 2015).   

Dados semelhantes também foram observados por Garcia-Espinosa e cols. (2012), após 

injeção de 20 µl da proteína de fusão que contém a sequência de Ang-(1-7) [Ang-(1-7)-FP], 

(mesma proteína de fusão expressa em ratos TGR(A1-7)3292), na cisterna magna de ratos 

transgênicos (mREN2)27.  De acordo com esses autores, houve redução significativa da PA nos 

(mREN2)27 (monitorada por 3 dias) acompanhada de melhora no controle barorreflexo da FC.  

Estes efeitos foram acompanhados também por aumento da expressão de mRNA de fosfatases 

conhecidas como neutralizadoras da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e proteínas quinases 

mitogênicas (MAPK), bem como, redução dos níveis de renina e da expressão do receptor AT1 

(Garcia-Espinosa e cols., 2012).  Além disso, a supreexpressão da ECA2 na RVLM (Yamazato e 

cols., 2007) ou no cérebro todo (Feng e cols., 2010), reduziu a pressão arterial de ratos SHR e 

atenuou a hipertensão neurogênica causada pela infusão de Ang II, respectivamente. 

Em síntese os resultados com manobras de aumento dos níveis cerebrais de Ang-(1-7) de 

longo prazo mostram, como nos ratos TGR do presente estudo, um papel hipotensor.  Entretanto 

não observamos melhora do controle barorreflexo ou controle autonômico cardíaco.  Deve-se 

ressaltar, no entanto, que os estudos descritos acima foram realizados em animais hipertensos.  

Assim, é muito significativo a observação que os TGRs do presente estudo apresentam PA mais 

baixa.   
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Foi identificado também, a presença da proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) em 

áreas que aparentemente não possuem relação direta com o controle cardiovascular, como o 

núcleo da rafe, hipocampo, diferentes sub-regiões do córtex, tálamo, amígdala, globo pálido e 

corpo estriado.  Estudos anteriores mostraram que o SRA está envolvido em outras funções do 

cérebro, incluindo cognição, memória, percepção da dor, resposta adaptativa a diferentes 

estímulos estressantes, ansiedade e depressão (Voigt e cols., 2005; Costa e cols., 2012; Lazaroni 

e cols., 2012; Xing e cols. 2012). 

Desta forma, nosso estudo mostra que a presença da proteína de fusão produtora de Ang-

(1-7) em áreas de controle cardiovascular e balanço hidroeletrolítico do cérebro de ratos TGR 

identificando núcleos/ áreas específicas que podem explicar os efeitos cardiovasculares 

observados nesses animais.  Além disso, a presença da proteína de fusão em outras áreas indica 

que o fenótipo do rato TGR é mais complexo e pode incluir alterações em aspectos cognitivos e 

comportamentais, além do cardiovascular.  No entanto, estudo futuros visando testes de 

aprendizagem e comportamentais serão necessários para confirmar essas alterações nos TGRs. 

 

6.3 Identificação da proteína de fusão em neurônios e expressão do transgene em 

tecidos não-cerebrais 

De forma surpreendente, nossos resultados mostraram que a proteína de fusão produtora 

de Ang-(1-7) está presente preferencialmente em neurônios e que a expressão do transgene 

[hGFAP-Ang-(1-7)] na linhagem TGR(A1-7)7371 não ficou restrita ao cérebro, uma vez que 

mostramos a presença do mRNA do transgene em todos tecidos avaliados (aorta, pulmão, átrio, 

rim, ventrículo, fígado, testículo e glândula adrenal).  No entanto, nenhuma imunorreatividade 

para proteína de fusão foi observada nos órgãos/ tecidos testados, na aorta, coração, pulmão e 

testículo dos TGRs.  De qualquer maneira, é importante ressaltar que expressão aumentada do 

transgene e da imunorreatividade para proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) nas mesmas 
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áreas cerebrais, associada ao aumento dos níveis centrais de Ang-(1-7) sustentam que os TGRs 

apresentam superexpressão de Ang-(1-7) apenas no cérebro. 

 Classicamente o promotor GFAP é reconhecido por direcionar expressão de transgenes 

exclusivamente em astrócitos (Su e cols., 2004).  No entanto, vários estudos mostraram que o 

GFAP pode ser um promotor inespecífico (Kaneko e Sueoka, 1993; Brenner e cols., 1994; Galou 

e cols., 1994; Peel e Klein, 2000; Zhang e cols., 2004; Su e cols., 2004; Lee e cols., 2008; Liu e 

cols., 2010).  Estes autores mostraram que dependendo da sequência de DNA do GFAP que foi 

utilizada, pode haver expressão em neurônios e tecidos não-neuronais sob regulação do promotor 

GFAP.  O padrão de expressão em neurônios e células não-neuronais parece variar tanto com a 

natureza da sequência expressa, quanto com o sítio de inserção do transgene.   

Na literatura existem muitos estudos que relatam o uso de promotores do GFAP, porém 

são poucos os trabalhos que avaliaram a especificidade da expressão no SNC e, é menor ainda o 

número de estudos que relatam uso de marcador neuronal.  Poucos estudos relataram expressão 

de transgene dirigido pelo GFAP em neurônios.  É possível que se marcadores neuronais 

tivessem sido usados rotineiramente, muitos estudos teriam relatado expressão neuronal de 

transgenes regulados por GFAP.  Portanto, é necessário cautela na validação e interpretação dos 

resultados obtidos com GFAP transgenes. 

Su e cols. em 2004 mostraram que a expressão dos transgenes GFAP-lacZ (gene que 

codifica a enzima β-galactosidase) e GFAP-PPCA (gene da proteína protetora/catepsina A) são 

significativas tanto em astrócitos quanto em neurônios, utilizando tanto a sequência do promotor 

GFAP humano quanto de camundongo.  Através do método enzimático X-gal (substrato 

cromógeno para enzima β-galactosidase), hibridização em situ e imunofluorescência, esses 

autores mostraram a localização neuronal para os transgenes em áreas do hipocampo, córtex 

cerebral, cerebelo, ponte, bulbo e células de Purkinje cerebelar (Su e cols., 2004).  Resultados 

semelhantes também foram relatados por Galou e cols. (1994) utilizando o promotor GFAP de 

camundongo para o transgene GFAP-nls-lacZ.  Esses autores, através de uma análise detalhada 



87 
 

do padrão regional de expressão destes transgenes, mostraram que a expressão em neurônios 

varia em distribuição e em frequência de acordo com a linhagem do animal.  Estes autores 

sugerem que a intensidade de expressão neuronal é dependente do local de integração do 

transgene (se dirigido pelo GFAP para o núcleo ou citoplasma) e da sequência do gene alvo 

escolhido, uma vez que diferentes linhagens não exibiram o mesmo padrão de expressão 

neuronal (Galou e cols., 1994; Su e cols., 2004).  Outros autores relataram que um transgene 

GFAP-GFP incorporado à adenovírus induziu expressão neuronal abundante quando injetado na 

medula espinhal de rato (Peel e Klein, 2000), sugerindo que outros promotores presentes em um 

vetor viral poderiam anular a especificidade do promotor de GFAP.   

Zhang e cols. em 2004, utilizando o promotor GFAP humano, mostraram expressão do 

transgene GFAP-TH (gene que codifica a enzima tirosina hidroxilase - TH) apenas em neurônios 

do trato nigroestriado de ratos, sem expressão em astrócitos.  Este estudo corrobora os achados 

de Galou e cols. (1994), Su e cols. (2004) e os obtidos em nosso estudo.  Zhang e cols. (2004) 

relataram que a estabilidade da enzima TH está relacionada à disponibilidade do cofator 

biopterina e a expressão da enzima TH é encontrada apenas nas regiões do cérebro que 

expressam GTP ciclohidrolase I (GTPCH), a enzima limitante da velocidade de biossíntese da 

biopterina.  A expressão do gene para GTPCH está confinado a neurônios monoaminérgicos, e 

não se expressa em astrócitos, desta forma o cofator de biopterina necessário para a atividade da 

enzima TH não é sintetizado em astrócito, direcionando o transgene GFAP-TH para neurônios 

produtores de biopterina.  Essa hipótese também pode ser sustentada em nosso estudo, uma vez 

que, estudos mostraram que a Ang-(1-7) deve ser derivada de fonte não-glial, pois em ratos 

transgênicos com baixo nível de angiotensinogênio (90%) [TGR(ASrAngio)680], que é derivado 

principalmente da glia, a expressão neuronal de Ang-(1-7) estava normal (Vinsant e cols., 2005; 

Sakima e cols., 2007).  Desta forma é possível que o transgene [hGFAP-Ang-(1-7)] esteja sendo 

dirigido principalmente para neurônios por ser a maior fonte produtora de Ang-(1-7) no SNC.  
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Além da expressão predominante em neurônios, os animais TGR apresentaram expressão 

do transgene [hGFAP-Ang-(1-7)] em tecidos não cerebrais.  Dados na literatura mostram que 

vários transgenes dirigidos pelo promotor GFAP também podem estar ativos fora do SNC 

(Kaneko e Sueoka, 1993; Galou e cols., 1994; Schinke e cols., 1999; Zhuo e cols., 2001; 

Morimoto e cols., 2001; Morimoto e Sigmund, 2002; Su e cols., 2004).  A expressão do mRNA e 

da proteína GFAP tem sido relatada em vários tipos celulares não cerebrais.  Essas células 

incluem células da glia entérica (Jessen e Mirsky, 1980), células de Schwann (Jessen e Mirsky, 

1984; Fields e Yens, 1985), condrócitos (Kepes e cols., 1984; Budka, 1986), células 

mioepiteliais (Viale e cols., 1991), linfócitos (Riol e cols., 1997), células de Kuffer no fígado 

(Gard e cols., 1985), células da medula óssea e baço (Brenner, 1994), células endoteliais 

(Schinke e cols., 1999), células epiteliais do cristalino (Boyer e cols., 1991), células da camada 

média da aorta ascendente (Bonderman e Gharehbaghi Schell, 1999), fibroblastos em válvulas 

cardíacas (Hainfellner e cols., 2001) e células de Schwann no pulmão (Suarez-Mier e 

Buckwalter, 2015).  Da mesma forma que para expressão neuronal discutida acima, a atividade 

em outros tipos celulares são variáveis e provavelmente dependem da sequência expressa e do 

sítio de inserção do transgene.  Um caso particularmente interessante é relatado por Chen e cols. 

em 2003, que mostraram que o receptor do fator de crescimento epidérmico (ErbB) dirigido por 

GFAP foi expresso predominantemente em astrócitos em algumas linhagens de camundongos e 

predominantemente em células de Schwann por outras. 

Um aspecto importante em nosso estudo foi a alta expressão do mRNA do transgene no 

cérebro, como esperado, no entanto, expressão de magnitude similar também foi observada na 

aorta dos TGR.  Nos outros tecidos a expressão foi bastante reduzida.  Resultados semelhantes 

foram obtidos por Morimoto e cols. em 2001, que mostraram alta expressão do transgene para o 

angiotensinogênio (GFAP-hAGT) dirigido pelo promotor humano GFAP na aorta e no fígado de 

camundongos e menor expressão em outros tecidos (rim, coração, pulmão, adrenal, diafragma, 

tecido adiposo branco, tecido adiposo marrom, músculo esquelético, testículo e útero).  O mesmo 
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foi observado por Schinke e cols. em 1999 em ratos transgênicos TGR(ASrAOGEN)680 que 

expressam um antisense (AS RNA) do angiotensinogênio dirigido pelo promotor humano GFAP. 

Além da expressão cerebral, o AS RNA estava presente em células endoteliais do fígado, 

coração e adrenal.  É importante relatar que a expressão do transgene AS RNA em outros tecidos 

não pode ser descartada, uma vez que, os autores só avaliaram a expressão nos tecidos citados 

acima.  

 Vários estudos na literatura relatam que segmentos com 2.2 ou 2.0 pb da região 

flanqueadora 5’ promotora do gene GFAP são suficientes para direcionar a expressão de 

transgenes para astrócitos, porém isto não garante que a expressão gênica fique restrita aos 

astrócitos (Kaneko e Sueoka e cols., 1993; Galou e cols., 1994; Brenner e cols., 1994).  A 

expressão específica em astrócitos requer interações coordenadas de elementos reguladores tanto 

na região flanqueadora 5’ quanto nas regiões mais distais do gene, incluíndo a região flanqueada 

3’.  Desta forma, na presença de todo gene GFAP, elementos supressores na região flanqueadora 

3’ previnem a expressão do gene GFAP em neurônios e células não-cerebrais (Kaneko e Sueoka 

e cols., 1993).  No laboratório do Dr. Michael Bader foi estabelecida a linhagem de ratos 

transgênicos [TGR(A1-7)7371] utilizando 2.2 pb do promotor do gene GFAP humano 

(sequência em Anexo V) de acordo com transgenes desenhados para outros transgênicos 

(Brenner e cols., 1994; Schinke e cols.,1999) seguido da sequência de um peptídeo sinalizador 

proveniente da prorenina humana e um fragmento de imunoglobulina de camundongo (IgG2b) 

ligado a uma porção do pró-segmento da prorenina humana que expõe o sítio de clivagem para 

enzima furina e, finalmente, a sequência de codificação para Ang-(1-7) seguida de um códon de 

parada utilizando oligonucleotídeo de cadeia dupla (Santos e cols., 2004).  Além disso, um 

cassete de íntron e poliadenilação do vírus SV40 inserido na região flanqueadora 3’ do códon de 

parada (Santos e cols., 2004).  Uma explicação para a expressão do transgene em neurônios e a 

não expressão em astrócitos pode estar relacionada a um fator intrínseco na estrutura do 

transgene, ou seja, um elemento regulador negativo que reprime a expressão neuronal e de 
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tecidos não-cerebrais pode estar faltando na sequência do promotor utilizado em nosso estudo.  É 

importante relatar que o promotor GFAP utilizado na linhagem TGR(A1-7)7371 foi confirmado 

através da técnica de sequenciamento vista em anexos I-IV. 

Kaneko e Sueoka em 1993 utilizando linhagens de células neurotumorais (RT4) de rato, 

em que a diferenciação neuronal/glial ocorre in vitro, juntamente com linhagens celulares de 

diferentes tecidos, identificaram por meio de testes de transfecção transiente e permanente duas 

regiões reguladoras negativas para o GFAP, GDR1 e GDR2 (GFAP downstream regulators 1 

and 2).  Utilizando várias sequências do promotor e do gene GFAP esses autores mostraram, que 

até mesmo 10.8 pb de sequência do promotor a montante do local de início da transcrição, não 

foram suficientes para restringir a expressão do gene aos astrócitos.  Os autores relatam que 

quando uma região de 2.7 pb referente a região reguladora negativa GDR1 foi adicionada à 

sequência promotora de 10.8 pb, a expressão do gene GFAP foi suprimida em tecidos não-

neuronais e quando o GDR1 foi associado a região reguladora negativa, GDR2, uma região de 

1.7 pb a montante do sítio de poliadenilação na região flanqueadora 3’, a expressão do gene 

GFAP foi suprimida em neurônios e tecidos não-neuronais.  Desta forma, os autores mostram 

que esses “silenciadores” funcionam de maneira independente da posição, mas que a presença de 

ambos é necessária para a supressão da expressão gênica de GFAP em neurônios e tecidos não-

neuronais in vitro.  De acordo com esses dados, nossos resultados mostraram que a ausência, in 

vivo, de GDRl e GDR2 nos animais TGR(A1-7)7371 realmente permite a expressão do gene 

GFAP em células neuronais e tecidos não-cerebrais.  Alguns autores relatam ainda que, alguns 

tipos de células astrogliais que normalmente expressam GFAP são incapazes de expressar 

transgenes devido a deleção de elementos iniciadores contidos em determinados fragmentos 

deletados durante a inserção do gene repórter (Nakatani e cols., 1990; Mucke e cols, 1991; Galou 

e cols., 1994), o que poderia explicar a ausência do transgene em astrócitos nos TGRs.  

Por fim, é importante enfatizar que em nosso estudo foi observado expressão do 

transgene em tecidos não-cerebrais, porém a proteína de fusão produtora de Ang-(1-7) não 
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parece estar presente na aorta, no pulmão, no coração e no testículo dos TGRs, como 

evidenciado por imunofluorescência.  Assim, um aumento dos níveis de Ang-(1-7) nos tecidos 

periféricos ou no plasma é improvável.  Além disso, não há evidências para isso em nosso 

estudo, uma vez que, os níveis plasmáticos de Ang-(1-7) nos ratos transgênicos foram 

semelhantes ao dos ratos SD controle (Alves, 2014).  Essa falta de correlação entre a expressão 

do mRNA e a ausência da proteína de fusão nos tecidos periféricos pode estar relacionada ao 

nível de ocupação ribossômica do transgene, uma vez que, proteínas que possuem taxa de 

ocupação ribossomal muito baixa não apresentam correlação com a expressão do mRNA.  

Assim, como a célula não controlou rigidamente a expressão de mRNA, os níveis de proteína 

resultantes serão determinados através de controle rigoroso de sua tradução (Arava e cols., 

2003).   

Em síntese os resultados do presente estudo mostram que animais que superexpressam a 

proteína de fusão liberadora de Ang-(1-7) sob regulação do promotor GFAP, apresentam redução 

da pressão arterial decorrente possivelmente do aumento de Ang-(1-7) em neurônios de áreas 

cerebrais relacionadas ao controle cardiovascular associada à modulação da liberação do ANP, 

resultando em vasodilatação em vários territórios periféricos o que resulta em importante 

redução da RPT e da PA.  No entanto, estudos futuros serão necessários para se avaliar a 

presença da proteína de fusão em diferentes tipos neuronais (neurônios gabaérgicos, nitrérgicos, 

catecolaminérgicos e glutamatérgicos), bem como, avaliar se a ativação de diferentes populações 

neuronais participam das mesmas respostas ou se para respostas fisiológicas distintas, diferentes 

populações são preferencialmente ativadas. 
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VIII ANEXOS  

 
7.1 Anexo I 

 

Imagem de gel representativa da expressão do DNA genômico do promotor GFAP por 

PCR. 

Imagem de gel mostrando os fragmentos de 800 bp obtido por PCR utilizando par de primers 

para as sequências (1) hRENEX/IG5 genotipagem, (2) IG5/hGFAP promotor glial e (3) 

IG5/NSE promotor neuronal a partir do DNA genômico da cauda de animais SD e TGR(A1-

7)7371.  O retângulo vertical desenhado em (2) representa o promotor GFAP glial nos animais 

TGR(A1-7)7371.  TG – ratos transgênicos, TGR(A1-7)7371; SD – ratos sprague dawley, 

controle; CTL – controle positivo e controle negativo com água.   
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7.2 Anexo II 

            

Imagem de gel representativa da expressão do DNA genômico do promotor GFAP por 

PCR. 

Imagem de gel mostrando os fragmentos de 800 bp obtido por PCR utilizando par de primers 

para a sequência IG5/hGFAP a partir do DNA genômico da cauda de animais TGR(A1-7)7371 

(amostras 13 e 14 do Anexo I representadas por um retângulo).    
 

7.2.1 Sequenciamento IG5/hGFAP 

 As bandas de fragmentos de DNA ilustradas no gel acima dos animais TGR(A1-7)7371 

(amostras 13 e 14 do Anexo I) foram extraídas do gel e um pool dessas amostras foi sequenciado 

(2 e 4) e comparado ao sequenciamento dos “primers” padrões (1 e 3) identificando o promotor 

GFAP e a porção IG5 (IgG2b).  

 

1) hGFAP - Padrão 

GGTTGGAGAGGAGACGCATCACCTCCGCTGCTCGCGGGGATCCTCTAGCGTTTAAAC

TTAAGCTTGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCTTTCTT

TTTCGCTATTGTAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGGTGTTGTTT

AGAATGGGAAGATGTCCCTTGTATCACCATGTACCCTCATGATAATTTTGTTTCTTTC

ACTTTCTACTCTGTTGACACCACCATATTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATAC

ATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAGAACTCGAGCTAGA

GCCGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAAAATGCA

GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATT

ATAAGCTGCAATAAACAAGTTAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGCATGCTAG

GGGTGGATGTATACGCGGTCGCGTTTAGTGCGTACGCGAGATCTGGGACCAAGCCT

GGCCATGTCCACACCTCGTTCCTTCAGGCTTTCTCGGATTGAGGGCATTCTCTTGAGG

AAGATCCGTTTAAAGGTGGTGGTGTCTGTCGGGAGAGGCCTACCCGGAGACCGGGA
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GATGGTCTTCTTCAGGTAGTAATTTTTCAGACCCTCGTGTCTCACGTTGCATGAGAA

GGAATCTGTTTTCTCCCACTTGCTTGTTTTCATATTGAGCTTGCTATATATGAAGTAA

GAACCGTCAGAGTCCAGGACTGGTGCGGTGTCCTTGTAGTTCTCCTCTGTATGCCCA

TTGCTGGTCCACTCCACACTGATGTCTCCAGGGTTGAAGCCCACGACCAGGCAAGTG

AGACTGACATCTTTCCTGGACAACTGCTCTGCTGGTGGCGGCAAGATGTATACTTGT

GGAGCTCTGACTAGCCCTTTAATTTTTG 

 

2) hGFAP – sequenciamento de fragmentos de DNA dos animais TGR(A1-7)7371  

GGTTGGAGAGGAGACGCATCACCTCCGCTGCTCGCGGGGATCCTCTAGCGTTTAAAC

TTAAGCTTGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCTTTCTT

TTTCGCTATTGTAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGGTGTTGTTT

AGAATGGGAAGATGTCCCTTGTATCACCATGTACCCTCATGATAATTTTGTTTCTTTC

ACTTTCTACTCTGTTGACACCACCATATTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATAC

ATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAGAACTCGAGCTAGA

GCCGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAAAATGCA

GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATT

ATAAGCTGCAATAAACAAGTTAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGCATGCTAG

GGGTGGATGTATACGCGGTCGCGTTTAGTGCGTACGCGAGATCTGGGACCAAGCCT

GGCCATGTCCACACCTCGTTCCTTCAGGCTTTCTCGGATTGAGGGCATTCTCTTGAGG

AAGATCCGTTTAAAGGTGGTGGTGTCTGTCGGGAGAGGCCTACCCGGAGACCGGGA

GATGGTCTTCTTCAGGTAGTAATTTTTCAGACCCTCGTGTCTCACGTTGCATGAGAA

GGAATCTGTTTTCTCCCACTTGCTTGTTTTCATATTGAGCTTGCTATATATGAAGTAA

GAACCGTCAGAGTCCAGGACTGGTGCGGTGTCCTTGTAGTTCTCCTCTGTATGCCCA

TTGCTGGTCCACTCCACACTGATGTCTCCAGGGTTGAAGCCCACGACCAGGCAAGTG

AGACTGACATCTTTCCTGGACAACTGCTCTGCTGGTGGCGGCAAGATGTATACTTGT

GGAGCTCTGACTAGCCCTTTAATTTTT 

 

3) IG5 - Padrão 

GTATACATCTTGCCGCCACCAGCAGAGCAGTTGTCCAGGAAAGATGTCAGTCTCACT

TGCCTGGTCGTGGGCTTCAACCCTGGAGACATCAGTGTGGAGTGGACCAGCAATGG

GCATACAGAGGAGAACTACAAGGACACCGCACCAGTCCTGGACTCTGACGGTTCTT

ACTTCATATATAGCAAGCTCAATATGAAAACAAGCAAGTGGGAGAAAACAGATTCC

TTCTCATGCAACGTGAGACACGAGGGTCTGAAAAATTACTACCTGAAGAAGACCAT

CTCCCGGTCTCCGGGTAGGCCTCTCCCGACAGACACCACCACCTTTAAACGGATCTT

CCTCAAGAGAATGCCCTCAATCCGAGAAAGCCTGAAGGAACGAGGTGTGGACATGG

CCAGGCTTGGTCCCAGATCTCGCGTACGCACTAAACGCGACCGCGTATACATCCACC

CCTAGCATGCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTAACTTGTTTATTGCAGCTTA

TAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC

ACTGCATTTTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGCGGC

TCTAGCTCGAGTTCTATAGTGTCACCTAAATCGTATGTGTATGATACATAAGGTTAT

GTATTAATTGTAGCCGCGTTCTAACGACAATATGGTGGTGTCAACAGAGTAGAAAGT
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GAAAGAAACAAAATTATCATGAGGGTACATGGTGATACAAGGGACATCTTCCCATT

CTAAACAACACCCTGAAAACTTTGCCCCCTCCATATAACATGAATTTTACAATAGCG

AAAAAGAAAGAACAATCAAGGGTCCCCAAACTCACCCTGAAGTTCTCAGGATCAAG

CTTAAGTTTAAACGCTAGAGGATCCCCGCGAGCAGCGGAAGGTGATGCGTCTCCTCT

CCAACCTGCTCTGGNTCTGCTCGCTCCTGGG 

 

4) IG5 – sequenciamento de fragmentos de DNA dos animais TGR(A1-7)7371  

GTATACATCTTGCCGCCACCAGCAGAGCAGTTGTCCAGGAAAGATGTCAGTCTCACT

TGCCTGGTCGTGGGCTTCAACCCTGGAGACATCAGTGTGGAGTGGACCAGCAATGG

GCATACAGAGGAGAACTACAAGGACACCGCACCAGTCCTGGACTCTGACGGTTCTT

ACTTCATATATAGCAAGCTCAATATGAAAACAAGCAAGTGGGAGAAAACAGATTCC

TTCTCATGCAACGTGAGACACGAGGGTCTGAAAAATTACTACCTGAAGAAGACCAT

CTCCCGGTCTCCGGGTAGGCCTCTCCCGACAGACACCACCACCTTTAAACGGATCTT

CCTCAAGAGAATGCCCTCAATCCGAGAAAGCCTGAAGGAACGAGGTGTGGACATGG

CCAGGCTTGGTCCCAGATCTCGCGTACGCACTAAACGCGACCGCGTATACATCCACC

CCTAGCATGCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTAACTTGTTTATTGCAGCTTA

TAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC

ACTGCATTTTAGNTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGCGG

CTCTAGCTCGAGTTCTATAGTGTCACCTAAATCGTATGTGTATGATACATAAGGTTA

TGTATTAATTGTAGCCGCGTTCTAACGACAATATGGTGGTGTCAACAGAGTAGAAAG

TGAAAGAAACAAAATTATCATGAGGGTACATGGTGATACAAGGGACATCTTCCCAT

TCTAAACAACACCCTGAAAACTTTGCCCCCTCCATATAACATGAATTTTACAATAGC

GAAAAAGAAAGAACAATCAAGGGTCCCCAAACTCACCCTGAAGTTCTCAGGATCAA

GCTTAAGTTTAAACGCTAGAGGATCCCCGCGAGCAGCGGAAGGTGATGCGTCTCCT

CTCCAACCTGCTCTGGCTCTGCTCGCTCCTGGG 
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7.3 Anexo III 

 

Imagem de gel representativa da expressão do DNA genômico do promotor GFAP por 

PCR. 

Imagem de gel mostrando os fragmentos de 800 bp obtido por PCR utilizando par de primers 

para a sequência hRENEX/hGFAP (1) a partir do DNA genômico da cauda de animais TGR(A1-

7)7371 (amostras 13 e 14 do Anexo I representadas por um retângulo).    

 

 
7.3.1 Sequenciamento hRENEX/hGFAP (1) 

 As bandas de fragmentos de DNA ilustradas no gel acima dos animais TGR(A1-7)7371 

(amostras 13 e 14 do Anexo I) foram extraídas do gel e um pool dessas amostras foi sequenciado 

(2 e 4) e comparado ao sequenciamento dos “primers” padrões (1 e 3) identificando o promotor 

GFAP e a porção hRENEX.  

 

1) hGFAP – Padrão 

GGTTGGAGAGGAGACGCATCACCTCCGCTGCTCGCGGGGATCCTCTAGCGTTTAAAC

TTAAGCTTGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCTTTCTT

TTTCGCTATTGTAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGGTGTTGTTT

AGAATGGGAAGATGTCCCTTGTATCACCATGGACCCTCATGATAATTTTGTTTCTTTC

ACTTTCTACTCTGTTGACAACCATTGTCTCCTCTTATTTTCTTTTCATTTTCTGTAACT

TTTTCGTTAAACTTTAGCTTGCATTTGTAACGAATTTTTAAATTCACTTTTGTTTATTT

GTCAGATTGTAAGTACTTTCTCTAATCACTTTTTTTTCAAGGCAATCAGGGTATATTA

TATTGTACTTCAGCACAGTTTTAGAGAACAATTGTTATAATTAAATGATAAGGTAGA

ATATTTCTGCATATAAATTCTGGCTGGCGTGGAAATATTCTTATTGGTAGAAACAAC

TACATCCTGGTCATCATCCTGCCTTTCTCTTTATGGTTACAATGATATACACTGTTTG

AGATGAGGATAAAATACTCTGAGTCCAAACCGGGCCCCTCTGCTAACCATGTTCATG
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CCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTGGGGCGGCCCGATAAGCTTGGCATGGATCAATT

CCGATGGAGAAGGATGCCTCGCTGGGGACTGCTGCTGCTGCTCTGGGGCTCCTGTAC

CTTTGGTCTCCCGACACCGGTCGAGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAT

ATCAGGGATGTACTCATGATCTCCCTGACACCCAAGGTCACGT 

 

2) hGFAP – sequenciamento de fragmentos de DNA dos animais TGR(A1-7)7371  

AGGTTGGAGAGGAGACGCATCACCTCCGCTGCTCGCGGGGATCCTCTAGCGTTTAA

ACTTAAGCTTGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCTTTC

TTTTTCGCTATTGTAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGGTGTTGT

TTAGAATGGGAAGATGTCCCTTGTATCACCATGGACCCTCATGATAATTTTGTTTCTT

TCACTTTCTACTCTGTTGACAACCATTGTCTCCTCTTATTTTCTTTTCATTTTCTGTAA

CTTTTTCGTTAAACTTTAGCTTGCATTTGTAACGAATTTTTAAATTCACTTTTGTTTAT

TTGTCAGATTGTAAGTACTTTCTCTAATCACTTTTTTTTCAAGGCAATCAGGGTATAT

TATATTGTACTTCAGCACAGTTTTAGAGAACAATTGTTATAATTAAATGATAAGGTA

GAATATTTCTGCATATAAATTCTGGCTGGCGTGGAAATATTCTTATTGGTAGAAACA

ACTACATCCTGGTCATCATCCTGCCTTTCTCTTTATGGTTACAATGATATACACTGTT

TGAGATGAGGATAAAATACTCTGAGTCCAAACCGGGCCCCTCTGCTAACCATGTTCA

TGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTGGGGCGGCCCGATAAGCTTGGCATGGATCAA

TTCCGATGGAGAAGGATGCCTCGCTGGGGACTGCTGCTGCTGCTCTGGGGCTCCTGT

ACCTTTGCTCTCCCGACACCGGTCGAGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAA

ATAT 

 

3) hRENEX – Padrão 

CCGTTTAAAGGTGGTGGTGTCTGTCGGGAGAGGCCTACCCGGAGACCGGGAGATGG

TCTTCTTCAGGTAGTAATTTTTCAGACCCTCGTGTCTCACGTTGCATGAGAAGGAATC

TGTTTTCTCCCACTTGCTTGTTTTCATATTGAGCTTGCTATATATGAAGTAAGAACCG

TCAGAGTCCAGGACTGGTGCGGTGTCCTTGTAGTTCTCCTCTGTATGCCCATTGCTGG

TCCACTCCACACTGATGTCTCCAGGGTTGAAGCCCACGACCAGGCAAGTGAGACTG

ACATCTTTCCTGGACAACTGCTCTGCTGGTGGCGGCAAGATGTATACTTGTGGAGCT

CTGACTAGCCCTTTAATTTTTGAGATGGTTCTCTCGATGGGTGATGGGAGGTCTTTGT

TGTTGACCTTGCATTTGAACTCCTTGCCACTCATCCAGTCCTGGTGCTGGATGGGGA

GGGTGCTGACCACCCGGATAGTACTGTTGTAATCCTCTCTATGGGTTTGTGTCTGAG

CTGTGTGTACTTCCACGTTGTTCACAAACCAGCTGATCTGGACGTCTGGGTCATCCTC

GCTCACATCCACCACCACACACGTGACCTTGGGTGTCAGGGAGATCATGAGTACATC

CTTGATATTTGGAGGGAAGATGAAGACGGA 
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4) hRENEX – sequenciamento de fragmentos de DNA dos animais TGR(A1-7)7371  

TCTCTTGAGGAAGATCCGTTTAAAGGTGGTGGTGTCTGTCGGGAGAGGCCTACCCGG

AGACCGGGAGATGGTCTTCTTCAGGTAGTAATTTTTCAGACCCTCGTGTCTCACGTT

GCATGAGAAGGAATCTGTTTTCTCCCACTTGCTTGTTTTCATATTGAGCTTGCTATAT

ATGAAGTAAGAACCGTCAGAGTCCAGGACTGGTGCGGTGTCCTTGTAGTTCTCCTCT

GTATGCCCATTGCTGGTCCACTCCACACTGATGTCTCCAGGGTTGAAGCCCACGACC

AGGCAAGTGAGACTGACATCTTTCCTGGACAACTGCTCTGCTGGTGGCGGCAAGAT

GTATACTTGTGGAGCTCTGACTAGCCCTTTAATTTTTGAGATGGTTCTCTCGATGGGT

GATGGGAGGTCTTTGTTGTTGACCTTGCATTTGAACTCCTTGCCACTCATCCAGTCCT

GGTGCTGGATGGGGAGGGTGCTGACCACCCGGATAGTACTGTTGTAATCCTCTCTAT

GGGTTTGTGTCTGAGCTGTGTGTACTTCCACGTTGTTCACAAACCAGCTGATCTGGA

CGTCTGGGTCATCCTCGCTCACATCCACCACCACACACGTGACCTTGGGTGTCAGGG

AGATCATGAGTACAT 

 

7.4 Anexo IV 

 

Imagem de gel representativa da expressão do DNA genômico do promotor GFAP por 

PCR. 

Imagem de gel mostrando os fragmentos de 800 bp obtido por PCR utilizando par de primers 

para a sequência hRENEX/hGFAP (2) a partir do DNA genômico da cauda de animais TGR(A1-

7)7371 (amostras 13 e 14 do Anexo I representadas por um retângulo).  O retângulo desenhado 

representa o promotor GFAP glial nos animais TGR(A1-7)7371. 
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7.4.1 Sequenciamento hRENEX/hGFAP (2) 

Uma alíquota (20 µl) com fragmentos de 800 bp obtida por RT-PCR utilizando par de 

primers para a sequência hRENEX/hGFAP (2) a partir do cDNA do cérebro de animais 

TGR(A1-7)7371 foi sequenciada (2 e 4) e comparada ao sequenciamento dos “primers” padrões 

(1 e 3) identificando o promotor GFAP e a porção hRENEX.  

 

1) hGFAP – Padrão 

TTGATCCTGAGACTTCAGGCTCCTGGGGCGGCCCGATAAGCTTGGATGGATCAATTC

CGATGGAGAAGGATGCCTCCNGGGGACTGCTGCTGCTGCTCTGGGGCTCCTGTACCT

TTGGTCTCCCGACACCGGTCGAGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAATA

TCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGACACCCAAGGTCACGTGTGTGGTGGTGGATG

TGAGCGAGGATGACCCAGACGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAGTA

CACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTATCCGGGTGGT

CAGCACCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCA

AGGTCAACAACAAAGACCTCCCATCACCCATCGAGAGAACCATCTCAAAAATTAAA

GGGCTAGTCAGAGCTCCACAAGTATACATCTTGCCGCCACCAGCAGAGCAGTTGTCC

AGGAAAGATGTCAGTCTCACTTGCCTGGTCGTGGGCTTCAACCCTGGAGACATCAGT

GTGGAGTGGACCAGCAATGGGCATACAGAGGAGAACTACAAGGACACCGCACCAG

TCCTGGACTCTGACGGTTCTTACTTCATATATAGCAAGCTCAATATGAAAACAAGCA

AGTGGGAGAAAACAGATTCCTTCTCATGCAACGTGAGACACGAGGGTCTGAAAAAT

TACTACCTGAAGAAGACCATCTCCCGGTCTCCGGGTAGGCCTCTCCCGACAGACACC

ACCACCTTTAAACGGATCTTCCTCAAGAGAATGCCCTTAATACACAGAAAGCCTGAA

GGGAACGAGGTGTGGACATGG 

 

2) hGFAP – sequenciamento de fragmentos de cDNA dos animais TGR(A1-7)7371 

TTGATCCTGAGAACTTCAGGCTCCTGGGGCGGCCCGATAAGCTTGGCATGGATCAAT

TCCGATGGAGAAGGATGCCTCGCTGGGGACTGCTGCTGCTGCTCTGGGGCTCCTGTA

CCTTTGGTCTCCCGACACCGGTCGAGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAA

ATATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGACACCCAAGGTCACGTGTGTGGTGGTGG

ATGTGAGCGAGGATGACCCAGACGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAA

GTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTATCCGGGT

GGTCAGCACCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAAT

GCAAGGTCAACAACAAAGACCTCCCATCACCCATCGAGAGAACCATCTCAAAAATT

AAAGGGCTAGTCAGAGCTCCACAAGTATACATCTTGCCGCCACCAGCAGAGCAGTT

GTCCAGGAAAGATGTCAGTCTCACTTGCCTGGTCGTGGGCTTCAACCCTGGAGACAT

CAGTGTGGAGTGGACCAGCAATGGGCATACAGAGGAGAACTACAAGGACACCGCA

CCAGTCCTGGACTCTGACGGTTCTTACTTCATATATAGCAAGCTCAATATGAAAACA
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AGCAAGTGGGAGAAAACAGATTCCTTCTCATGCAACGTGAGACACGAGGGTCTGAA

AAATTACTACCTGAAGAAGACCATCTCCCGGTCTCCGGGTAGGCCTCTCCCGACAGA

CACCACCACCTTTAAACGGATCTTCNTCAAGAGAATGCCCTCAATCCGAGAAAGCCT

GAAGGAACGAGGTGTGGACATG 

 

3) hRENEX – Padrão 

CCGTTTAAAGGTGGTGGTGTCTGTCGGGAGAGGCCTACCCGGAGACCGGGAGATGG

TCTTCTTCAGGTAGTAATTTTTCAGACCCTCGTGTCTCACGTTGCATGAGAAGGAATC

TGTTTTCTCCCACTTGCTTGTTTTCATATTGAGCTTGCTATATATGAAGTAAGAACCG

TCAGAGTCCAGGACTGGTGCGGTGTCCTTGTAGTTCTCCTCTGTATGCCCATTGCTGG

TCCACTCCACACTGATGTCTCCAGGGTTGAAGCCCACGACCAGGCAAGTGAGACTG

ACATCTTTCCTGGACAACTGCTCTGCTGGTGGCGGCAAGATGTATACTTGTGGAGCT

CTGACTAGCCCTTTAATTTTTGAGATGGTTCTCTCGATGGGTGATGGGAGGTCTTTGT

TGTTGACCTTGCATTTGAACTCCTTGCCACTCATCCAGTCCTGGTGCTGGATGGGGA

GGGTGCTGACCACCCGGATAGTACTGTTGTAATCCTCTCTATGGGTTTGTGTCTGAG

CTGTGTGTACTTCCACGTTGTTCACAAACCAGCTGATCTGGACGTCTGGGTCATCCTC

GCTCACATCCACCACCACACACGTGACCTTGGGTGTCAGGGAGATCATGAGTACATC

CTTGATATTTGGAGGGAAGATGAAGACGGA 

 

4) hRENEX – sequenciamento de fragmentos de cDNA dos animais TGR(A1-7)7371 

AAAGGTGGTGGTGTCTGTCGGGAGAGGCCTACCCGGAGACCGGGAGATGGTCTTCT

TCAGGTAGTAATTTTTCAGACCCTCGTGTCTCACGTTGCATGAGAAGGAATCTGTTTT

CTCCCACTTGCTTGTTTTCATATTGAGCTTGCTATATATGAAGTAAGAACCGTCAGA

GTCCAGGACTGGTGCGGTGTCCTTGTAGTTCTCCTCTGTATGCCCATTGCTGGTCCAC

TCCACACTGATGTCTCCAGGGTTGAAGCCCACGACCAGGCAAGTGAGACTGACATC

TTTCCTGGACAACTGCTCTGCTGGTGGCGGCAAGATGTATACTTGTGGAGCTCTGAC

TAGCCCTTTAATTTTTGAGATGGTTCTCTCGATGGGTGATGGGAGGTCTTTGTTGTTG

ACCTTGCATTTGAACTCCTTGCCACTCATCCAGTCCTGGTGCTGGATGGGGAGGGTG

CTGACCACCCGGATAGTACTGTTGTAATCCTCTCTATGGGTTTGTGTCTGAGCTGTGT

GTACTTCCACGTTGTTCACAAACCAGCTGATCTGGACGTCTGGGTCATCCTCGCTCA

CATCCACCACCACACACGTGACCTTGGGTGTCAGGANGATCATGAGTACATCCTTGA

TATTTGGAGNNAAGATGAAGACGGATGGTCCACCCTCGACCGGTGTCGGNAGACCA

AAGGTACAGGAGCCCCAGAGCAGCAGCAGCAGTCCCCAGCGAGGCATCCTTCTCCA

TCGGAATTGATCCATGCCAAGCTTATCGCGCCGCCCCAGGAGCCTGAAGTTCTCAGG

ATCAAGCTTAAGTTTAAACGCTAG 
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7.5 Anexo V  
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