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RESUMO

O sistema renina-angiotensina é responsavel por regular as fungdes renais e cardiovasculares.
Além disso, esta envolvido em diversas fungdes no organismo, como na regulagdo do
metabolismo glicémico e lipidico.
Todos os componentes deste sistema estdo presentes no tecido adiposo, sendo que o peptideo
vasoconstritor, Angiotensina Il, esta envolvido no desenvolvimento da resisténcia a insulina e
dislipidemia. Recentemente, estudo realizado em camundongos FVB/N knockout para o receptor
Mas, foi observado que a delecdo geneética desse receptor produziu profundas alteragcdes do
metabolismo glicémico e lipidico. Esses animais apresentaram aumento da massa adiposa,
resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo arterial, caracterizando-os como modelo de
Sindrome Metabdlica. Somando-se a isso, sabe-se que a severidade dos disturbios metabolicos é
grandemente influenciada pelo background genético.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel do receptor Mas na regulagéo do
metabolismo glicémico e lipidico de camundongos C57BL/6 knockout para este receptor (KO-
Mas). Para isso foram utilizados animais KO-Mas e seu controle WT com aproximadamente 10
semanas de idade. Os valores da pressao arterial (pletismografia de cauda), peso corporal e
ingestdo alimentar foram mensurados assim que iniciaram 0s experimentos. Em adicdo foi
realizado o teste de toleréncia a glicose e sensibilidade a insulina. Ap6s anestesia intraperitoneal
de ketamia/xilasina e, com 0s animais em jejum, os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal
foram coletados e pesados para posterior analise. O tecido adiposo epididimal foi usado para
avaliar a expressdo do mRNA para o angiotensinogénio (AOG), receptor AT;, TGF-p, TNF-a ¢
receptor de insulina e, para a expressdo protéica do GLUT-4. Foram mensurados 0s niveis
séricos de colesterol total e triglicérides e, acidos graxos livres. E por fim, foi feito analise
quantitativa das células-o das ilhotas de Langerhans produtoras de glucagon. Esses animais
apresentaram reducdo significante do peso corporal e da massa adiposa epididimal e
retroperitoneal, porém associados a uma maior ingesta alimentar (p<0,05). Alem disso, 0s
camundongos KO-Mas apresentaram aumento significativo da sensibilidade dos tecidos
periféricos a acdo da insulina (p<0,0001), do ndmero de células-o. produtoras de glucagon
(p<0,001) e, da expressdo génica para o receptor AT, (p<0,05) e TGF-p (p<0,05). Os niveis
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séricos de insulina apresentaram apenas uma tendéncia de reducdo, mas esse dado nao foi
significativo. Por outro lado, ndo foram observadas alteracdes nos niveis pressoricos, nos niveis
glicémicos durante o teste de tolerancia a glicose e nem no perfil lipidico. Da mesma forma, a
expressdo génica para 0 AOG, TNF-a e receptor de insulina e, a expressdo protéica para o
GLUT-4 ndo diferiram entre os animais KO-Mas e seu controle WT. Os resultados obtidos no
presente estudo mostram pela primeira vez que o efeito do eixo Ang-(1-7)/Mas no controle do
metabolismo glicémico e lipidico é altamente dependente do background genético estudado.
Além disso, mostramos a importancia das alteracBes genéticas no desenvolvimento de varias

doencas metabolicas e cardiovasculares.



ABSTRACT

The renin-angiotensin system is responsible for regulating cardiovascular and renal function. It is
also involved in various functions in the body, as in the regulation of glucose and lipid
metabolism. The components of the renin—angiotensin system (RAS) are fully represented in the
adipose tissue and its vasoconstrictor peptide Ang Il is involved in adipocyte differentiation and
in body fat accumulation. Recently, we have shown that Mas knockout male mice (Mas-KO), in
the pure FVBN genetic background, presents obesity, dyslipidemia, insulin resistance and
hypertension. These features mimetizes the metabolic syndrome. Furthermore, the severity of
metabolic parameters are strongly affected by the genetic background. Therefore, the aim of this
study is to investigate the glycemic and lipid profile on C57BL/6 Mas-KO mice. Ten weeks old
Mas-KO and WT male mice were used. Values of blood pressure (tail cuff plethysmography),
body weight and food intake were measured. In addition, the glucose tolerance and insulin
sensitivity tests were performed. After anesthesia by intraperitoneal ketamin/xylasin
administration, and with animals in fasted, epididymal and retroperitoneal adipose tissues were
collected and weighted. The epididimal adipose tissue was used to analyze the gene expression
for angiotensionogen (AGT), AT; receptor, TGF-B, TNF-a and insulin receptor and, the protein
expression for GLUT-4. Serum was analyzed for total cholesterol, tryglicerides, free-fat acids
and insulin. At last, pancreatic o cells producing glucagon were analyzed by
immunohistochemistry. These animals presented a significant reduction of both body weight and
epididymal and retroperitoneal adipose tissue which were associated with an increase of food
intake when compared to controls (p<0,05). Moreover Mas-KO mice showed significant increase
on insulin sensitivity (p<0,0001), on o cells number (p<0,001) and TGF-B expression (p<0,05).
On the other hand, there were no alterations on BP values, fast glycemia, glucose overload test,
insulin serum levels and lipid profile. In the same way, expression of AGT, TNF-a, insulin
receptor and GLUT-4 did not differ between Mas deficient mice and controls. Whereas, the
deletion of the gene that encodes Mas in FVB/N mice results in more pronounced changes and
even opposite, our results showed for the first time that the involvement of Ang-(1-7)/Mas axis

in metabolism is background dependent.
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1. INTRODUCAO

O sistema renina-angiotensina (SRA) € reconhecido como um sistema hormonal
circulante e local responsavel por regular as funcées renais e cardiovasculares, exercendo papel
central na homeostasia da pressdo arterial e no balanco hidroeletrolitico. Além disso, esta
envolvido em diversas fun¢des no organismo, como na regulacdo do metabolismo glicémico e
lipidico (Gross e cols., 1964; Ferrario e cols., 1998; Santos e cols., 2008).

Classicamente, a Angiotensina Il (Ang 1I) é considerada o principal peptideo
biologicamente ativo deste sistema, cujas acdes sao mediadas via receptores tipo 1 (AT,) e tipo 2
(AT,) de Angiotensina (Timmermans e cols., 1993; Batenburg e cols., 2004). Porém a grande
maioria de suas acOGes ocorre via receptor AT; resultando, dentre outros efeitos, em
vasoconstricdo e proliferacdo celular (Zhou e cols., 2003; Touyz e cols., 2005). Além disso, ja
estd bem descrito na literatura que este peptideo tem papel importante no desenvolvimento da
resisténcia a insulina e dislipidemia (Ran e cols., 2004; Wei e cols., 2006).

A descoberta de outro peptideo biologicamente ativo, a Angiotensina-(1-7) [(Ang-(1-7)]
(Santos e cols., 1988), trouxe novas perspectivas de estudo para este sistema, ja que a maioria de
suas acOes opBe aquelas mediadas pela Ang Il via receptor AT, (Santos e cols., 2008). Somando-
se a isto, 0s avancos das técnicas de biologia molecular e celular possibilitaram a identificacdo de
outros componentes do SRA, como o receptor para a Ang-(1-7), codificado pelo protooncogene
Mas (Santos e cols., 2003) e a Enzima Conversora 2 de Angiotensina (ECA2) (Donoghue e cols.,
2000), principal enzima responsével pela formacéo da Ang-(1-7) a partir da Ang 11.

Hoje, sabe-se que a ativacdo do eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas resulta em acbes contra-

regulatorias aquelas exercidas pela Ang Il, como vasodilatacdo (Almeida e cols., 2000; Sampaio
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e cols., 2007), inibicdo da proliferacdo celular (Tallant e cols., 2003) e efeito protetor no
desenvolvimento da resisténcia a insulina e dislipidemia (Santos e cols., 2008; Giani e cols.,
2009)

Assim, o SRA apresenta dois bragos contra-regulatorios: um representado pela Ang
Il/receptor AT, e outro representado pela Ang-(1-7)/Mas. Situagdes que resultam em aumento da
atividade e expressdo dos componentes deste sistema associados a auséncia de equilibrio entre os
dois eixos contra-regulatorios contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
metabdlicas (Griendling e cols., 1993; Touyz e cols., 2005; Santos e cols., 2008).

Dessa forma, no presente estudo avaliamos o papel do eixo Ang-(1-7)/Mas no controle do
metabolismo glicémico e lipidico em camundongos C57BL/6 knockout para o receptor Mas

(KO-Mas) de Ang-(1-7).

1.1. O Sistema Renina-Angiotensina

Classicamente, a ativacdo do SRA se inicia pela enzima renina, uma aspartil protease
sintetizada e liberada pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes renais. Esta, por sua
vez, cliva o angiotensinogénio (AGT), uma ay globulina, formando um decapeptideo inativo, a
Angiotensina | (Ang 1) (Griendling e cols., 1993). Grande parte do AGT circulante provéem do
figado. No entanto, estudos recentes tém identificado a presenca do SRA nos vasos (Santos e
cols., 2000), rins (Miyata e cols., 1999), coragdo (Jurkovicova e cols., 2001), pancreas (Lau e
cols., 2004) e tecido adiposo (Cassis e cols., 2008), locais onde os componentes deste sistema

também podem ser sintetizados.
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A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), outro componente do SRA, é uma
dipepidil carboxipeptidase presente na superficie luminal do endotélio vascular contendo dois
dominios ativos, os quais sdo inibidos pelos inibidores da ECA (Fucks e cols., 2008). Ela é
responsavel por catalisar a remogdo dos dois aminoacidos da por¢cdo amino-terminal (Histidina-
Leucina) da Ang | dando origem a um octapeptideo biologicamente ativo, a Ang Il (Donoghue e
cols., 2000). Além disso, essa enzima hidrolisa a bradicinina e o heptapeptideo Ang-(1-7) em
metabdlitos inativos (Chappell e cols., 1998; Donoghue e cols., 2000). Assim, essa enzima
participa do controle cardiovascular por degradar peptideos vasodilatadores e contribuir para a
formacéo da Ang I1.

A Ang Il também pode ser formada por outras vias alternativas como pela agdo de
quimases (Urata e cols., 1996; Fucks e cols., 2008) e, também pode ser diretamente formada a
partir do AGT pela acdo da tonina e/ou da catepsina G (Grisé e cols., 1981; Santos e cols., 2005).
Isso sugere que a inibicdo da producdo da Ang Il ndo ocorre apenas pela inibigdo da ECA, ja que
existem outras enzimas envolvidas em sua formagao.

Tanto a Ang | quanto a Ang Il podem ser hidrolisadas, pela ECA 2 formado a Ang-(1-7)
(Ferrario e cols., 2006; Keidar e cols., 2006). No entanto, a atividade catalitica da ECA2 para
hidrolisar a Ang Il € 400 vezes maior do que para a Ang | (Vickers e cols., 2002). A Ang-(1-7)
também pode ser formada pela acdo de outras endopeptidases e carboxipeptidases.

A ECA 2, uma enzima homoéloga a ECA, é uma carboxipeptidase recentemente
identificada, que difere da ECA por ndo ser inibida por inibidores da enzima conversora de
angiotensina. Ela est4 expressa em varios tecidos incluindo as células endoteliais vasculares dos
rins, coracdo e testiculos. (Tipins e cols., 2000; Danilczyk e cols., 2006). Esta enzima, ao

hidrolisar a Ang I, remove um Unico residuo C-terminal (Leucina), para formar um peptideo
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inativo, a Angiotensina-(1-9) [(Ang-(1-9)] (Donoghue e cols., 2000). Este pode ser convertido
em Ang-(1-7), um componente biologicamente ativo do SRA, por acdo da ECA e de outras
endopeptidases. Além disso, a ECA 2 hidrolisa a Ang Il gerando diretamente a Ang-(1-7)
(Ferrario e cols., 2006). Assim, sugere-se que a ECA 2 pode modular o SRA contrabalangando
as acOes vasoconstritoras e proliferativas da Ang Il (Burrell e cols., 2004; Santos e cols., 2008).
A figura 1 ilustra de forma simplificada as vias de formacédo e degradacdo dos peptideos

do SRA (Santos e cols., 2008).

1.2. Angiotensina Il

A Ang Il, antes descrita como hipertensina ou angiotonina foi reconhecida como um
agente pressor em 1956 (Lentz e cols.), por causar vasoconstri¢do e elevacédo da presséo arterial.
Hoje, sabe-se que a Ang Il é o principal peptideo ativo do SRA por exercer importante papel na
homeostasia cardiovascular e renal. No entanto, outros estudos mostram que este peptideo
também esté envolvido na fisiopatologia de varias doencas (Kim e cols., 2000; Ran e cols., 2004;
Wei e cols., 2006).

A Ang Il age em dois receptores distintos, AT, e AT,, ambos acoplados a proteina G e
com sete dominios transmembrana (Zhou e cols., 2003; Batenburg e cols., 2004). Porém a
maioria de suas a¢cGes hemodinamicas € exercida através da interagdo com receptores AT; (Zhou
e cols., 2003; Touyz e cols., 2005) os quais estdo presentes no coracao, cérebro, pulmdes, vasos
sanguineos e rins (Timmermans e cols., 1993). Os efeitos da Ang Il mediados via receptor AT;
incluem aumento da pressdo arterial local e sisttmica devido ao seu efeito vasoconstritor e

proliferativo, estimulacdo da reabsorcédo renal de sodio tanto diretamente quanto via liberacéo de
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aldosterona, aumento da ingestdo de sal, sede e aumento da atividade nervosa simpatica
(Timmermans e cols., 1993; DeGasparo e cols., 2000). Além disso, a Ang Il induz resposta
inflamatdria na parede vascular, trombose e remodelamento da matrix extracelular (Prasad e
cols., 2004; Touyz e cols., 2005; Cheng e cols., 2005).

Jé& as a¢des da Ang Il via receptor AT, sdo pouco estudadas, porém, em geral, seus efeitos
sdo opostos aqueles exercidos via receptor AT;. Os receptores AT, estdo presentes
principalmente durante o desenvolvimento fetal (Grady e cols., 1991) e seus niveis diminuem
marcadamente na idade adulta, sugerindo possivel papel deste receptor no crescimento e
desenvolvimento embrionario. Assim, os efeitos da Ang Il via receptor AT, pode produzir
resposta vasodilatodora dependente da ativacdo de receptores tipo 2 de bradicinina (B) e
liberacdo de NO em microartérias coronarias humanas (Batenburg e cols., 2004) e, em ratos
(Carey e cols., 2001). Além disso, esta envolvido em acles antiproliferativas, apoptose,
diferenciacédo celular (Gallinat e cols., 2000) e protecdo contra resposta inflamatéria (Wu e cols.,
2001).

Uma vez sendo formada a Ang 11, esta pode ser degradada em fragmentos biologicamente
ativos: a Angiotensina Il (Ang 1) que também interage com o receptor AT;, porém é menos
potente que a Ang II; Angiotensina IV (Ang IV) que causa vasodilatacdo e natriurese; e a Ang-

(1-7) (Handa e cols., 2001).
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1.3. Angiotensina-(1-7)

Santos e colaboradores, em 1988, observaram pela primeira vez a formacao de Ang-(1-7)
em homogenato de cérebro de cées e, mostraram que este peptideo era produto da Ang | em
presenca ou auséncia de inibidores da ECA. Porém, suas acOes fisiolégicas comecaram a ser
demonstradas em estudos posteriores, quando Schiavone e colaboradores (1988) descreveram
que a Ang-(1-7) foi equipotente a Ang Il em liberar vasopressina a partir de explants
neurohipofisal in vitro. Somando-se a isso, Campagnole-Santos e cols. (1989) observaram a
reducdo da pressdo arterial a partir de microinjecdes de baixas doses de Ang-(1-7) no Nucleo do
Trato Solitario. Desde entdo varios trabalhos foram desenvolvidos demonstrando que esse
heptapeptideo € um membro ativo do SRA (Santos e cols., 2008).

A Ang-(1-7) esta presente na circulacdo e em alguns tecidos incluindo coracdo, vasos
sanguineos e rins (Santos e cols., 2005). Em 2003, Santos e cols. descreveram o Mas, um
receptor acoplado a proteina G com sete dominios transmembrana, como o receptor funcional
desse heptapeptideo. Eles observaram que a delecdo genética deste receptor aboliu a ligacdo da
Ang-(1-7) em rins de camundongos da linhagem C57BL/6, além de abolir sua acdo antidiurética
apos sobrecarga hidrica. Somando-se a isso, aorta de camundongos KO-Mas perdeu sua resposta
vasodilatadora, induzida pela Ang-(1-7).

A Ang-(1-7) via Mas produz vasodilatacdo mediada pela producédo de 6xido nitrico (NO)
e prostaglandinas (Heisch e cols., 2001; Santos e cols., 2000) reduzindo a pressao arterial e
melhorando a funcéo endotelial (Faria-Silva e cols., 2005). Além disso, ela potencializa as a¢6es

da bradicinina (Almeida e cols., 2000), apresenta efeito antitrombético (Fraga-Silva e cols.,
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2008) e anti-arritmogénico (Ferreira e cols., 2001), inibe o crescimento e proliferacdo celular
(Tallant e cols., 2003) e, a liberacdo de norepinefrina (Gironacci e cols., 2004).

Centralmente a Ang-(1-7) modula o controle tonico e reflexo da pressdo arterial,
aumentando a sensibilidade do reflexo baroceptor (Campagnole-Santos e cols., 1992). J& em
relacdo a funcgdo renal, a Ang-(1-7) aumenta o fluxo sanguineo em ratos anestesiados (Sampaio e
cols., 2003), produz vasodilatagdo das arteriolas aferentes através da liberagdo de NO (Ren e
cols., 2002), além de apresentar efeitos antidiuréticos em ratos com sobrecarga hidrica (Santos e
cols., 1996). Assim, geralmente seus efeitos sdo opostos aqueles mediados pela Ang Il via
receptor AT, sendo considerado um peptideo contra-regulador do SRA.

Portanto, a nova visdo do SRA apresenta um sistema com dois eixos contra-regulatorios:
um vasoconstritor/proliferativo onde o principal efetor ¢ a Ang Il agindo via receptor AT, e
outro vasodilatador/antiproliferativo sendo o principal efetor a Ang-(1-7) via receptor Mas
(Timmermmans e cols., 1993; Heisch e cols., 2001; Tallant e cols., 2003; Santos e cols., 2008).
Desequilibrios na interagdo harmdnica entre Ang Il e Ang-(1-7) podem contribuir para o inicio e

desenvolvimento de patologias.
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Figura 1. Esquema simplificado da formacdo e degradacdo dos peptideos do sistema renina-
angiotensina. Ang = Angiotensina; ECA = enzima conversora de Angiotensina; ECA2 = enzima
conversora 2 de Angiotensina; AMP = aminopeptidase; CBP = carboxipeptidase; NEP =
endopeptidase neutra; PEP = prolil endopeptidase; AT, = receptor tipo 1 de Ang II; AT, = receptor
tipo Il de Ang II; Mas = Receptor Mas de Ang-(1-7). Modificado de Santos e cols., 2008.
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1.4. Camundongo Knockout para o Receptor Mas de Angiotensina-(1-7)

O gene do Mas foi descoberto em 1986 (Yound e col., 1986) e originalmente descrito
como um protooncogene. Ele codifica um receptor acoplado a proteina G com sete dominios
transmembrana, que antes era considerado como um receptor “orfio”. Hoje, sabe-se que a
angiotensina-(1-7) é um ligante enddgeno para este receptor (Santos e cols., 2003).

O desenvolvimento de animais transgénicos com alteracdes nos componentes do SRA,
como a delecdo genética do protooncogene Mas (Walther e cols., 1998), possibilitou avaliar a
importancia funcional desse sistema na fisiopatologia cardiovascular e nos distarbios metabdlico
(Castro e cols., 2006; Santos e cols., 2008).

O camundongo com delecdo do protooncogene Mas (KO-Mas) foi desenvolvido a partir
do camundongo C57BL/6 por Walther e colaboradores em 1998. Eles observaram que estes
animais sdo saudaveis e apresentam crescimento normal, sem alteracdes morfologicas no cérebro
e na fertilidade. No entanto, potenciacdo hipocampal e ansiedade foram marcadamente afetadas
pela mutacdo génica.

Como o receptor Mas pode interagir com a sinalizacdo da Ang Il, o mesmo grupo
(Walther e cols., 2000) demonstrou que nem a freqliéncia cardiaca e nem a pressdo arterial
estavam alteradas nos animais KO-Mas quando comparados com o seu controle. Porém foi
observada alteracdo significativa na variabilidade da freqiiéncia cardiaca e aumentado ténus
simpatico. De acordo com esses achados, Rabelo e colaboradores (2008) também ndo
encontraram diferenca significativa na pressao arterial dos camundongos KO-Mas da linhagem
C57BL/6. No entanto foi observado disfuncdo endotelial e deshbalango entre a producéo de NO e

espécies reativas de oxigénio.
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A delecdo do protooncogene Mas também foi feita em camundongos da linhagem FVB/N
e, Xu e colaboradores (2008) observaram que esta linhagem apresenta aumento significativo da
pressdo arterial além de disfuncdo endotelial, que apresentou mais acentuada do que nos
camundongos KO-Mas da linhagem C57BL/6.

O eixo Ang-(1-7)/Mas também apresenta papel importante na manutencao da estrutura e
funcdo cardiaca. Castro e colaboradores (2006) observaram que coragdo isolado de camundongos
C57BL/6 KO-Mas, apresentam aumento da pressdo de perfusdo coronéria, baixa tenséo sistdlica,
+ dT/dt e frequéncia cardiaca. Em adi¢do, Santos e colaboradores (2006) mostraram, além dessas
alteracfes na funcdo cardiaca, alta resisténcia dos vasos coronarianos, diminuicdo da fracdo de
encurtamento, maior volume sistélico final no ventriculo esquerdo e alteracbes das proteinas da
matrix extracelular.

Com relagdo ao papel do receptor Mas na regulagcdo do metabolismo glicémico e lipidico,
recente trabalho de Santos e cols. (2008) observaram que o background FVB/N KO-Mas
apresenta um estado metabdlico semelhante ao encontrado em pacientes com sindrome
metabolica como aumento da massa adiposa, resisténcia a insulina e dislipidemia.

Assim, a delecdo genética do Mas induz importantes alteracGes cardiovasculares e
metabdlicas que poderiam ser explicadas pela auséncia desse receptor; tornando o Mas e seu
ligante funcional como alvos potenciais para o0 desenvolvimento de agentes cardioprotetores

(Santos e cols., 2005).
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1.5. Relacéo entre Disturbios Metabolicos e o Sistema Renina-Angiotensina

Nos ultimos anos, o tecido adiposo tem sido considerado como um 6rgdo enddécrino,
expressando e secretando na circulacdo uma série de citocinas, hormonios, fatores de
crescimento e outras substancias bioativas, coletivamente chamadas de adipocitocinas. Elas
agem de forma autOcrina/paracrina e endocrina, com consequentes efeitos no metabolismo
glicémico e lipidico. Dentre essas adipocitocinas incluem a adiponectina, resistina, fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), fator de crescimento tecidual-p (TGF-p),
inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), acidos graxos livres (AGL) e AGT (Giacchetti e
cols., 2005; Cassis e cols., 2008).

Outros componentes do SRA estdo presentes no tecido adiposo e evidéncias sugerem que
este sistema é totalmente funcional e pode contribuir para o desenvolvimento da obesidade
(Massiéra e cols., 2001). Alguns estudos mostram a relacdo direta entre obesidade e a expressao
de AGT no tecido adiposo (Giacchetti e cols., 2002; Hainault e col., 2008). Adipdcitos de ratos
Zucker obesos (fa/fa), durante o desenvolvimento da obesidade, apresentaram aumento
significante tanto da expressdo quanto da secrecdo de AGT. Além disso, o0 AGT secretado pelo
tecido adiposo possui papel importante no desenvolvimento do préprio tecido adiposo, assim
como da hipertensdo arterial (Massiéra e cols., 2001). Como consequéncia da maior formacao de
AGT pelos adipdcitos, hd maior formacéo local de Ang Il que apresenta, em roedores, um papel
importante no crescimento dos adipdcitos.

Somando-se ao AGT, outros componentes do SRA, como a ECA, renina e o receptor
AT, estdo presentes no tecido adiposo, e apresentam maior expressao na presenca de obesidade

(Giacchetti e cols., 2002; Engeli e cols., 2003).
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A obesidade (Sharma e cols., 2005; Grundy e cols., 2004; Giacchetti e cols., 2005) tem
papel central no desenvolvimento da hipertensdo arterial e da resisténcia a insulina, com
conseqliente reducdo da tolerancia a glicose, podendo levar ao desenvolvimento do Diabetes
Mellitus do tipo 2. Além disso, a obesidade e a resisténcia a insulina levam a um quadro de
dislipidemia aterogénica (Ginsberg e cols., 2006), caracterizado por aumento dos niveis
plasméticos de triglicérides (TGL) e lipoproteina de baixa densidade (LDLc) e, reducdo dos
niveis da lipoproteina de alta densidade (HDLc). H& também o risco de desenvolver disfungéo
endotelial que, somando-se a fatores inflamatdrios e pro-trombéticos, como fibrinogénio e PAI-
1, aumenta o risco de aterosclerose (Prasad e cols., 2004). A coexisténcia variavel desse conjunto
de fatores de riscos cardiovasculares é denominada de Sindrome Metabdlica (SM) (Grundy e
cols., 2004).

Vaérios fatores, como a ativacdo do SRA, sdo responsaveis tanto pelo desenvolvimento da
obesidade como de varias alteracbes metabolicas desencadeadas por ela (Prasad e cols., 2004;
Strazzullo e cols., 2004).

O papel da Ang Il no metabolismo glicémico e lipidico ja esta bem estabelecido na
literatura, tendo efeito importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina e dislipidemia.
Porém o seu papel na diferenciacdo dos adipdcitos ainda é controverso. Em roedores, a Ang 1l é
vista como um fator tréfico da diferenciacdo dos pré-adipécitos em adipdcitos maduros. Ela
aumenta a atividade e a expressao de duas enzimas responsaveis pela formacdo dos adip6citos:
acido graxo sintetase (FAS) e a glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH), controlando a
adiposidade através da sintese e armazenamento de lipideos (Saint-Marc e cols., 2001). Além
disso, a Ang Il induz a sintese pelos adipdcitos de prostaglandina I, um efetor autocrino potente

e especifico da diferenciacdo dos adipocitos, tanto in vitro quanto in vivo, pelo menos em ratos
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(Darimont e cols., 1994; Mazzolai e cols., 1998). Modelo animal com delecdo genética da ECA,
com reducdo de + 70% nos niveis plasméticos e teciduais de Ang Il, apresentou reducdo da
massa adiposa e aumento do gasto energético (Jayasooriya e cols., 2008). Por outro lado, foi
demonstrado que a infuséo crénica de Ang Il em ratos resultou em reducdo do peso corporal e da
ingestdo alimentar, provavelmente devido a maior liberacdo de norepinefrina, contribuindo para
0 aumento da atividade metabdlica e do gasto energético (Cassis e cols., 1998).

Ja camundongos com delecdo especifica dos receptores AT; (Kouyama e cols., 2005) e
AT, (Yvan-Charvet e cols., 2005), foi observado uma massa adiposa similar ao controle, porém
caracterizada por adipocitos menores e em maior numero. Esses animais apresentaram uma
maior capacidade de oxidagdo de lipideos, e mostraram-se protegidos das acOes deletérias da
dieta rica em lipideos, tanto em relagdo ao desenvolvimento de obesidade quanto de resisténcia a
insulina. Estes dados sugerem que a sinalizacdo da Ang Il via receptores AT, e AT, promove
ganho de peso e resisténcia a insulina observados na obesidade.

Em contraste, em humanos, a Ang Il apresenta efeitos antiadipogénicos, que também
poderia contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a insulina. O tratamento de pré-
adipocitos humanos com AGT e Ang Il inibiu a adipogénese (Janke e cols., 2002), a qual foi
estimulada por bloqueador do receptor AT; (Sharma e cols., 2002). Como hipétese, a Ang 1l
secretada pelos adipécitos maduros inibiria o recrutamento dos pré-adipécitos limitando a
capacidade do tecido adiposo em armazenar triglicérides. Isso resultaria na distribuicdo de
gordura para outros 6rgdos como figado e musculo esquelético. Essa deposi¢cdo ectopica de
gordura interferiria na sinaliza¢do insulinica levando a resisténcia a insulina (Sharma e cols.,

2002).
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A resisténcia a insulina é definida como a inabilidade da insulina em promover a
homeostase dos niveis circulantes de glicose. (Carvalho-Filho e cols., 2007). Assim, para que a
insulina tenha uma acdo Otima, é necessaria a presenga de concentragdes maiores do que o
normal para manter a normoglicemia e a utilizacéo de glicose pelos tecidos periféricos.

A insulina modula diversas funcGes metabolicas via fosfatidilinositol-3-quinase (P13-
K)/Akt, como por exemplo, a captacdo de glicose, sintese de glicogénio, metabolismo de lipideos
e proteinas além de mediar efeitos vasodilatadores (por meio da sintese de NO) e
antiinflamatdrios via ativacdo da NO sintase (Wang e cols., 2004). Ja a via da MAP quinase
promove efeitos mitogénicos que levam ao crescimento e proliferacdo celular (Wang e cols.,
2004; Carvalho-Filho e cols., 2007). Assim, a resisténcia a insulina é caracterizada por alteracao
na ativacdo da via PI3-K com preservacao da sinalizagcdo da via MAP quinase, favorecendo as
acOes aterogénicas da insulina (Wang e cols., 2004; Carvalho-Filho e cols., 2007).

A interacdo entre a insulina e outros horménios e peptideos, tais como a Ang Il, pode
modular os efeitos finais da acdo insulinica, j& que as vias de sinalizagdo intracelular da Ang Il
interagem com as vias de sinalizacao da insulina (Carvalho-Filho e cols., 2007).

Estudos mostram que a Ang Il aumenta a fosforilagdo em serina da subunidade B do
receptor de insulina, assim como do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1). Isso reduz ou
bloqueia a translocacdo dos transportadores de glicose (GLUT-4) dos compartimentos
intracelulares para a membrana plasmatica (Wei e cols., 2006) diminuindo a captagdo de glicose.
A inibicdo da sinalizagdo da insulina atraves da via da P13-K possivelmente ocorre devido a
ativacdo do receptor AT; (Wei e cols., 2006), resultando assim no desenvolvimento da

resisténcia a insulina.
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Além disso, a Ang Il também estimula uma maior atividade da NAD(P)H oxidase, a qual
gera espécies reativas de oxigénio (ROS) em uma variedade de células (Marrero e cols., 2004). A
producdo de ROS pela ativacdo da NAD(P)H oxidase tem sido fortemente associada com
hipertensdo arterial e resisténcia a insulina. Essa resisténcia a a¢do da insulina ocorre, pois as
ROS prejudicam a fosforilagdo em tirosina dos IRS, impedindo a ativacdo da Akt e a
translocacdo do GLUT-4 para a membrana plasmética (Marrero e cols., 2004). Assim, enquanto
a Ang Il inibe as acBes metabdlicas da insulina via IRS/PI3-K/Akt, ela potencia os efeitos
proliferativos da insulina via ERK1-2/MAP-quinase (Prasad e cols., 2004).

Como consequéncia do quadro de resisténcia a insulina ha diminuicdo da captacdo e
aumento da liberacdo de acidos graxos livres pelo tecido adiposo, os quais sdo convertidos no
figado em triglicérides sendo liberados na circulagdo na forma de lipoproteina de muita baixa
densidade (VLDL). Essa hipertrigliceridemia resulta na formagéo de LDL pequena e densa, que
possui potente efeito aterogénico, por ser facilmente oxidavel, e aumento do clearence de HDL
(Prasad e cols., 2004). Néo s6 a resisténcia a insulina, mas também a ativagdo do eixo Ang
[l/receptor AT, tem papel importante no desenvolvimento da dislipidemia, j& que o tratamento de
ratos obesos com bloqueadores do receptor AT, reduziu os niveis plasmaticos de triglicérides e
acidos graxos livres (Mizuno e cols., 2002; Ran e cols., 2004).

Alem da Ang Il alterar o metabolismo glicémico levando a resisténcia a insulina, este
peptideo tem papel importante na regulagdo da secre¢do de insulina pelas células B da ilhota
pancredtica. A liberacdo de insulina estimulada por glicose foi reduzida de forma dose-
dependende pela adi¢cdo de Ang Il em ilhotas isoladas de camundongos da linhagem C57BL/6. O
pré-tratamento das ilhotas com losartan restaurou completamente a secre¢do de insulina pelas

células-p pancreatica (Lau e cols., 2004).
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Assim, 0 aumento da atividade do SRA, principalmente do eixo Ang II/AT; pode ter
efeitos deletérios locais e sistémicos, contribuindo para a resisténcia a insulina, hipertensdo,
dislipidemia e disfungéo endotelial (Prasad e cols., 2004).

Como dito anteriormente, a Ang-(1-7) exerce importante papel contra-regulatorio dentro
do SRA, ja que a maioria de seus efeitos é oposta
aqueles mediados pelo eixo Ang II/AT;. Porém h& poucos dados na literatura referentes as acoes
da Ang-(1-7) no metabolismo glicémico e lipidico (Santos e cols., 2008; Giani e cols., 2009).

Giani e colaboradores (2007) demonstraram que em coracao de ratos in vivo a Ang-(1-7)
estimulou a fosforilagdo em tirosina da Jak2 e do IRS-1, sendo esse efeito bloqueado pela
administracdo de losartan. Além disso, a Ang-(1-7) estimulou a fosforilagdo da Akt, que foi
blogueada em presenca de A-779, antagonista especifico do receptor Mas. Isso resulta em maior
translocacdo do transportador de glicose dos compartimentos intracelulares para a membrana
plasméatica aumentando a captacdo de glicose pelo coracdo. Trabalho publicado recentemente
pelo mesmo grupo mostrou que o eixo Ang-(1-7)/Mas tem papel protetor no desenvolvimento da
resisténcia a insulina (Giani e cols., 2009). Ratos Sprague-Dawley, tratados cronicamente com
Ang-(1-7), apresentaram reducdo dos niveis plasmaticos de insulina e triglicérides, os quais
apresentavam elevados ap6s 6 semanas de frutose 10% na agua de beber. Isso ocorreu, pois o
heptapeptideo Ang-(1-7) desviou a via de sinalizacdo da insulina para IRS-1/PI3K/AKT no
musculo esquelético, tecido adiposo e figado, revertendo o estado de resisténcia a insulina.
Dentro desse contexto, outro trabalho de nosso grupo, mostrou que ratos transgénicos TGR(A1-
7)3292, caracterizados por elevagdo crénica (2-3 vezes) dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7)
(TG-L3292), apresentaram reduc¢éo do peso corporal, dos niveis de triglicérides e colesterol total,

maior tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina. O aumento da sensibilidade a insulina foi
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associado ao aumento da AKT total e fosforilada no tecido adiposo epididimal (dados ndo
publicados), indicando que o eixo Ang-(1-7)/Mas poderia participar do controle glicémico.

Em recente trabalho de Santos e colaboradores (2008), a delecdo genética do receptor
Mas, em camundongos da linhagem FVB/N resultou em alteraces profundas do metabolismo
glicémico e lipidico. Esses camundongos foram caracterizados como modelo de sindrome
metabdlica, por apresentarem aumento da massa adiposa, resisténcia a insulina e dislipidemia.
Além disso, foi observado aumento da expressdo do RNAm do AGT e redugdo da expressao
protéica do GLUT-4 no tecido adiposo epididimal.

Somando-se aos efeitos deletérios (eixo Ang II/AT;) e protetores (Ang-(1-7)/Mas) em
resposta a ativacdo do SRA sistémico e local, o background genético também influencia na
severidade dos distUrbios metabdlicos.

Em camundongos C57BL/6 ob/ob foi observado menor peso corporal, menor
hiperglicemia e resisténcia muscular as a¢des da insulina quando comparado com o FVB/N,
apresentando mesmo grau de obesidade e hiperinsulinemia (Haluzik e cols., 2004). Em modelo
de lipoatrofia em camundongos A-ZIP/F-1, o background C57BL/6 produziu menor
hiperglicemia e dislipidemia do que o background FVB/N, enquanto que a resisténcia insulinica
e deposicdo de acidos graxos no figado apresentaram tendéncia oposta (Colombo e cols., 2003).

No entanto, ndo existe nenhum dado sobre a possivel influéncia do eixo Ang-(1-7)/Mas
no metabolismo lipidico e glicémico de camundongos da linhagem C57BL/6 knockout para o

receptor Mas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar 0 papel do receptor Mas na regulacdo metabdlica de camundongos C57BL/6

knockout para este receptor (KO-Mas).

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar em camundongos da linhagem C57BL/6 KO-Mas e em seus controles wild type

(WT):

1- Possiveis alteracdes no peso corporal;

N
1

Os niveis de pressao arterial sistdlica (PAS);

w
1

O perfil glicémico;

4

O perfil lipidico dosando os niveis séricos de colesterol total, triglicérides e acidos graxos

livres;

a1
1

A expressédo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo epididimal;
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6- A expressdo do mRNA para o angiotensinogénio, receptor ATy, receptor de insulina,

TGF-B e TNF-a no tecido adiposo epididimal;

7- A quantificagdo das células a das ilhotas de Langerhas produtoras de glucagon.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos C57BL/6 KO-Mas e seu controle
WT com aproximadamente 10 semanas de idade. A matriz desse animal foi produzida no Max-
Delbruck-Center for Molecular Medicine (Berlin-Buch, Germany) (Walther e cols., 1998).

Todos os camundongos receberam dieta comercial, tiveram livre acesso a agua ad libitum
e foram mantidos em gaiolas individuais para a realizagdo dos experimentos, com ciclo de
luminosidade de 12 horas (07:00 as 19:00 h) e temperatura variando entre 25 + 2,0 °C.

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo

comité de etica em experimentacdo animal da UFMG (147/2008).

3.2. Procedimentos Experimentais

3.2.1. Ingestao Alimentar

A ingestdo alimentar foi medida durante uma semana, com 0s animais sendo colocados
em gaiolas individuais. Diariamente, no mesmo horério, o peso da comida foi mensurado em
balanga semi-analitica, subtraindo-se o valor obtido apds 24 horas do peso inicial. A massa da

comida ingerida diariamente foi corrigida pelo peso corporal.

35



3.2.2. Peso Corporal e do Tecido Adiposo

Para determinacéo do peso corporal, os animais com 10 semanas de idade foram pesados
logo antes de iniciar 0s experimentos.

Para avaliacdo do peso do tecido adiposo os animais foram pesados e anestesiados com
ketamina (130mg/kg) / xilasina (0,3mg/kg), com posterior sacrificio através de incisdo na aorta
abdominal. O tecido adiposo epididimal e retroperitoneal foram retirados e pesados em seguida.

O peso dos tecidos foi entdo corrigido pelo peso corporal.

3.2.3. Medida da Pressao Arterial Sistolica

A pressdo arterial sistélica (PAS) foi determinada indiretamente a partir da técnica de
pletismografia de cauda. Antes da determinacdo da PAS, o0s animais eram aquecidos por um
periodo de 5 minutos em uma manta aquecedora. Apds esse procedimento era conectado a cauda
do animal um sensor pneumatico e um esfigmomanémetro e a medida da PAS era realizada. Os
dados eram registrados e analisados a partir de um sistema de transdu¢do Windaq — Aquisition e
Analysis System. Pelo menos trés medidas da pressao arterial foram obtidas por animal, em cada

sessao.
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3.2.4. Teste de Tolerancia a Glicose e Sensibilidade a Insulina

Para avaliacdo do perfil glicémico dos animais, foram realizados os testes de tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina.
Com os animais em jejum de 15 horas, o teste de tolerancia a glicose foi realizado pela manha,
atraves da aplicacdo intraperitoneal de 2 g de glicose/kg de peso corporal. Com um pequeno
corte na ponta da calda do animal, foi coletada uma gota de sangue para a verificacdo da
glicemia no momento anterior a aplicacdo da glicose e com 15, 30, 60 e 120 minutos apos a
aplicacdo. O aparelho utilizado para a leitura glicémica foi o Accu-Chek® Advantage (Roche).
O teste de sensibilidade a insulina também foi realizado pela manhd, porém com os animais no
estado alimentado, através da aplicacdo intraperitoneal de 0,75U de insulina/kg de peso corporal.
Com um pequeno corte na ponta da calda do animal, foi coletada uma gota de sangue para a
verificacdo da glicemia no momento anterior a aplicacdo de insulina e com 15, 30 e 60 minutos
apos a aplicacdo. O aparelho utilizado para a leitura glicémica foi o Accu-Chek® Advantage

(Roche).

3.2.5. Amostra de Sangue

Com os animais em jejum de 15 horas, amostras de sangue foram coletadas, por
exanguinacdo da aorta abdominal, apds aplicacdo de anestesia intraperitoneal de uma solucédo de
ketamina (130mg/kg) e xilasina (0,3mg/kg). O soro foi separado por centrifugacdo a 4000 rpm

por 10 minutos a 4°C em centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243).
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3.2.6. Coleta de Tecidos

Ap0s pesagem, o tecido adiposo epididimal foi imediatamente congelado em gelo seco e
estocado a -80°C. O tecido foi retirado do freezer somente para a realizacdo da extracdo do
mRNA e de proteinas. No intervalo de tempo entre a retirada dos tecidos e a extracdao, foram
mantidos em gelo seco.

Foi retirada ainda um fragmento pancreatico, junto ao baco (cauda pancreatica), a qual
foi lavada em PBS 1x e, imediatamente fixada em formol tamponado por 48hs. Este material foi

incluido em paraplast® para a realiza¢do da imunohistoquimica.

3.2.7. Determinacao dos Niveis Séricos de Insulina

Os niveis séricos de insulina foram medidos utilizando-se kit de Elisa da empresa Linco

Research, St. Charles.

3.2.8. Determinacéo dos Niveis Séricos de Colesterol Total

Os niveis séricos de colesterol total foram quantificados utilizando-se kit enzimatico

comercial da empresa KATAL (Belo Horizonte, MG).
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3.2.9. Determinacéo dos Niveis Séricos de Triglicerideos

Os niveis séricos de triglicérides foram quantificados utilizando-se kit enzimatico

comercial KATAL (Belo Horizonte, MG).

3.2.10. Determinacao dos Niveis de Acidos Graxos Livres

Os niveis séricos de acidos graxos livres foram medidos utilizando-se kit enzimatico

comercial da empresa WAKO (Pure Chemical Industries, Japan).

3.2.11. Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (PCR-RT)

3.2.11.1. Extracéo de RNA Total

A extracdo de RNA total foi realizada pelo método guanidino-isotiocianato-fenol-
cloroférmio. O tecido adiposo epididimal foi homogeneizado em tubos plasticos contendo o
reagente Trizol (50-100mg de tecido/1,0ml do reagente). Os tubos foram incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. ApoOs esse procedimento foi adicionado 0,2ml de
cloroférmio. Depois de serem agitados, os tubos foram deixados em repouso por 5 minutos a
4°C, sendo, em seguida, centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos. A camada superior foi
recuperada com subsequente adicdo de 0,5ml de isopropanol, sendo deixado em repouso por 10
minutos a 4°C. Apds centrifugagdo a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi

descartado e adicionado 1ml de etanol 70% gelado, agitando novamente. Novamente o material
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era centrifugado a 9.500 rpm por 5 minutos a 4°C e, o sobrenadante foi descartado. Apds

secagem em temperatura ambiente, 0 RNA foi novamente ressuspendido em agua DEPEC.

3.2.11.2. Tratamento do RNA com DNAase

Para eliminacdo de uma possivel contaminagdo com o DNA gendmico, utilizou-se a
enzima desoxiribonuclease | proveniente da empresa GibcoBRL®. O tratamento foi feito de

acordo com o protocolo do fabricante.

3.2.11.3. Quantificacdo do RNA Total

As amostras de RNA total foram diluidas 50 vezes e a concentragdo foi determinada em
espectofotdbmetro a 260nm. Para o célculo da concentracdo do nucleotideo, utilizou-se a seguinte

equacdo: [RNAwial] = Azeo X 40 x fator de diluicdo, sendo o resultado expresso em pg/ml.

3.2.11.4. RT (Transcricdo Reversa)

O RNA total foi utilizado para a sintese de cDNA (DNA complementar), a qual foi
realizada num volume final de reacdo de 30uL utilizando-se 1ug de RNA total, 0,2ug de
hexadeoxinucleotideos, tampé&o para a transcricdo reversa (concentracdes finais: Tris-HCI 45mM
pH 8,3; LCl 68mM), 5uL de MgCI2 50mM, DTT 15mM, dNTPs 1,8mM e 150 Ul de

transcriptase reversa. O cDNA foi sintetizado em termociclador durante um periodo de 60

40



minutos de incubacdo a 37°C. A reacdo foi interrompida pelo aquecimento a 90 °C por 5

minutos.

3.2.11.5. PCR Quantitativa

As reacdes de PCR quantitativa foram feitas utilizando-se primers especificos para o
cDNA do gene para o angiotensinogénio, receptor AT;, TGB-B, TNF-a e receptor de insulina. A
analise dos pares de bases foi executada através do programa especifico BLASTN e sintetizados
pela empresa Promega® (Tabela 1). Aliquotas na concentracdo de 200pmol/ul foram feitas e
guardadas em freezer a -20°C. Uma subsequente diluicdo para 1pmol/ul foi necessaria para o
uso. Os primers do gene utilizado para normalizacdo da reacdo (controle enddgeno) foram de
HPRT (Tabela 1).

O cDNA obtido da etapa de RT (2ul) foi utilizado como fita molde para a amplificacdo
por PCR. As reaces de PCR quantitativa foram feitas em duplicatas, utilizando-se 19uL do
Master Mix de SYBER Green, 2uL de cada primer na concentracdo de 1pmol/ul e 2uL de
cDNA. O aparelho para reacdo foi o ABI Prism 7000 (Applied Biosystem), sendo realizados 4

ciclos com temperatura de anelamento de 60 °C.
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Tabela 1: Especificacdo dos Primers utilizados

Gene-alvo

Sequiéncia de nucleotideo -

Sense

Sequiéncia de nucleotideo —

Antisense

Angiotensinogénio

GAC GTG ACC CTG AGC

TGA GTC CCG CTC GTA

AGT CC GAT GG
Receptor AT1 ATG GCT GGC ATT TTG | GTT GAG TTG GTC TCA
TCT GG GAC AC
TNF-a CAT CTT CTC AAA ATT | TGG GAG TAG ACA AGG
CGAGTGACAA TAC AAC CC
TGF-B GGT TCA TGT CAT GGA | TGA CGA CGT CAC TGG

TGG TGC

AGT TGT AGG G

Receptor de Insulina

GAA TGT GAC AGC CAC

CAC AC

CAG TGA AGT GTC TCA

GGC CA

HPRT

GTT GGA TAC AGG CCA

GACTTTGTT

GAT TCA ACT TGC GCT

CATCTT AGGC

A andlise da expressdo dos genes foi semi-quantitativa (método delta CT) segundo

modelo matematico desenvolvido por Ptaffl, 2001. O valor de CT (threshold cycle) representa o

momento da reacdo de PCR em que a florescéncia de determinada amostra é detectada acima do

ruido de fundo (background). O resultado foi expresso em unidades arbitrarias. O modelo

matematico utilizado para obtengéo das unidades arbitrarias para essa analise foi:

1- Subtracdo do valor de CT dos genes estudados pelo CT do HPRT (ACT);

2 - Média do ACT das amostras;
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3 - ACT de cada amostra — a média do ACT (AACT);

4 - Elevacéo negativa do AACT na base 2 = 2- AACT.

3.2.12. Analise Semi-Quantitativa da Proteina GLUT-4

3.2.12.1. Extracédo de Proteinas Totais

Para a extracdo de proteinas totais, o tecido adiposo epididimal foi homogeneizado em
1ml de tampéo de lise (1% de Nonidet P40, 0.5% de Deoxicolato de Sodio, 0.1% de SDS
diluidos em PBS 1x — 500mg de tecido/Iml de tampéo de lise) contendo inibidores de proteases.
Ap6s a homogeneizagdo, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, para a
remocao da parte intermediaria. As proteinas contidas na parte intermediaria foram quantificadas

através do método de Bradford (1976).

3.2.12.2. Western Blotting

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS) foi realizada
de acordo com método de Laemmli (1970). As amostras (30 ug de proteina) foram aquecidas a
95°C por 5 minutos antes de serem aplicadas em gel de poliacrilamida 4%. Na lateral do gel foi
aplicado um padréo de peso molecular (20-200 kDa), sendo que o GLUT-4 tem um peso
molecular de, aproximadamente, 54 kDa. A eletroforese foi realizada numa cuba de acrilico,

contendo tampéo de corrida (Tris-HCI 25mM, SDS 0,1%), sob a voltagem de 100 Volts, por 2h.
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As proteinas foram transferidas eletroforeticamente para as membranas de nitrocelulose sob
voltagem de 100 volts, por 1,5 h. Em seguida as membranas foram blogueadas para as ligagoes
inespecificas com tamp&o contendo BSA 3% em TBS-T 1x e 0.05% TWEEN 20 por 1 hora.
Ap0s isso, as membranas foram incubadas com anticorpo primario para a proteina (anti-GLUT-
4, na concentragdo de 1:4000) overnight. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com
TBS-T 1x e 0.05% TWEEN e, encubadas com anticorpo secundario (anti-rabbit, na concentraco
de 1:2000) por 1 hora. Posteriormente foi realizada a revelacdo por quimiluminescéncia
utilizando solucdo reveladora ECL plus. Apoés a identificacdo das bandas referentes a proteina
GLUT-4, foi feito, na mesma membrana, a identificacdo das bandas referentes ao GAPDH, que
foi utilizado como controle enddgeno. Para isso, foi feito o “stripping” da membrana que
consiste na retirada dos anticorpos da superficie da mesma e a incubacdo por 1h com anticorpo
primario para a proteina GAPDH (1:10000). As membranas foram entéo lavadas com TBS-T 1x
e 0.05% TWEEN e, incubadas com anticorpo secundario (anti-mice, na concentracdo de 1:2000)
por 1h e apds, lavadas novamente. Posteriormente, foi realizada a revelagcdo quimioluminescente
utilizando solucgéo reveladora ECL plus.

As bandas imuno-reativas foram quantificadas por densitometria no programa Image J
quant, da National Institute of Health, USA. Os resultados foram expressos a partir da relacdo

GLUT-4/GAPH em unidades de densidade relativas.
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3.2.13. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi utilizada para quantificar as células o da ilhota pancreatica
produtoras de glucagon pela técnica do complexo avidina-biotina (Hsu e cols., 1981) com
modificacbes. Foi realizada a determinacdo das diluicGes ideais dos anticorpos primario e
secundario para a imunohistoquimica. Um controle utilizando somente o anticorpo secundario

foi realizado em todos os experimentos e foi negativo em todos os casos.

3.2.13.1. Processamento do Material para Analise

A regido da cauda pancreética (préxima ao baco), apos 48hs em solucéo fixadora, passou
pelo processo de inclusdo em paraplast®, seguindo os procedimentos descritos abaixo:
Desidratacéo: 30 min. em alcool absoluto I (temperatura ambiente)

30 min. em alcool absoluto Il (temperatura ambiente)

30 min. em alcool absoluto Il (temperatura ambiente)

Desparafinizacdo: 30 min. em Xilol | (temperatura ambiente)

30 min. em Xilol Il (temperatura ambiente)

Infiltracéo: Xilol 50%/Paraplast® 50% (12 horas, 63°C)
Paraplast® | (30 min. a 63°C)

Paraplast® I1 (30 min. a 63°C)
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Incluséo: Paraplast® (63°C)

Apos a inclusdo em paraplast®, foram realizados cortes histoldgicos ndo seriados de 5 p
de espessura, sendo que entre um corte e outro foi descartado 150 pum, com o objetivo de se obter

diferentes ilhotas pancreaticas.

3.2.13.2. Tecnica da Avidina-Biotina-Peroxidase

A técnica utilizada foi a da Avidina-Biotina-Peroxidase, padronizada por Hsu e cols.
(1981) com modificacdes, utilizando-se Kit Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame CA,
EUA). Essa técnica de imunocoloracdo é largamente utilizada por ser um método de alta
sensibilidade e econdmico. Também conhecido por complexo avidina-biotina-(ABC) peroxidase,
tem como constituinte a avidina, uma glicoproteina de alto peso molecular extraida do ovo de
galinha que possui alta afinidade pela biotina, uma vitamina de alto peso molecular, que é
facilmente acoplada a enzimas e anticorpos. No kit utilizado nesse estudo, a biotina encontra-se
conjugada tanto ao anticorpo secundario quanto a enzima peroxidase. A HPR (Horseradish
Peroxidase) ¢ uma enzima isolada da raiz da planta “horseradish”, que contem um grupo heme
ligado a ferro em sua estrutura.

Assim, o principio basico da reacdo de imunocoloracdo pelo método ABC ¢ a alta
afinidade da avidina pela biotina, que forma um complexo irreversivel e amplificador da reacéo
desejada. O anticorpo primario especifico liga-se a proteina em estudo presente no tecido. Em
seguida, o anticorpo secundario biotinilado liga-se especificamente ao primario, deixando uma

molécula de biotina exposta. Quando o complexo AB é adicionada, a avidina acopla-se
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rapidamente a uma molécula de biotina, ficando com outros trés sitios ativos de ligacdo as
moléculas de biotina, conjugadas a enzima peroxidase. Por ultimo, a adicdo do cromdgeno DAB
(3,3’-diaminobenzidine) (Sigma-Aldrich) na presenca de peroxido de hidrogénio promove uma
reacdo de oxi-reducdo do grupo heme da peroxidase, culminando na formagéo de um produto de

colora¢do marrom insoltvel em alcool e outros solventes.

3.2.13.3. Protocolo de Imunohistoquimica

1° dia:

- Desparafinizacdo dos cortes:

10 minutos xilol |

10 minutos xilol 11

- Hidratacao dos cortes:

5 minutos alcool 100%

5 minutos alcool 90%

5 minutos alcool 80%

5 minutos alcool 70%

5 minutos alcool 50%

- Lavagem em agua deionizada por 10 minutos.

- Recuperagéo antigénica por 5 minutos em microondas em poténcia maxima: solucdo de &cido
citrico, pH 6, por 5 minutos.

- Bloqueio da peroxidase endégena com H,0, 3% diluido em metanol por 30 minutos.

- Lavagem com PBS 0,05M por 10 minutos.
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- Bloqueio de ligagdo inespecifica: incubacdo com soro normal (Vector Laboratories) por 30
minutos (1:30).
- Incubacdo com anticorpo priméario (anti-Glucagon — Abcam) em camara Umida (1:200), 12-

16hs a 4°C.

2° dia:

- Lavagem com PBS 0,05M.

- Incubacgdo com anticorpo secundario (1:200, Vector Laboratories) por 30 minutos em camara
Umida escura.

- Incubagdo com o complexo AB (Vector Laboratories) por 1 hora em camara umida (1:200).
- Lavagem com PBS 0,05M por 10 minutos.

- Coloragdo com DAB (3,3-tetraidrocloreto de diaminabenzidina) por 5 minutos.

- Lavagem com PBS 0,05M por 5 minutos.

- Contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer.

- Lavagem com agua deionizada por 10 minutos.

- Desidratacao em alcool:

5 minutos em alcool 50%

5 minutos em alcool 70%

5 minutos em alcool 80%

5 minutos em alcool 90%

5 minutos em alcool 100%

- Passagem em xilol:

10 minutos em xilol |

48



10 minutos em xilol Il
- Montagem da lamina com Entellan (Merck)

No dia seguinte, as ldminas foram observadas em microscépio éptico comum, tendo sido
localizadas as dez melhores ilhotas de Langerhans de cada animal, de acordo com a coloracéo e
integridade das células. As células alfa localizam-se na periferia da ilhota de Langerhans. As
celulas marcadas com os anticorpos citados adquirem coloracdo acastanhada e sdo facilmente
contadas e identificadas. Para avaliacdo de possiveis alteragcbes na quantidade de células, optou-
se pela contagem direta do nimero de células produtoras de glucagon de cada animal em estudo,
utilizando objetiva com aumento maximo sem imersdao (40X). Depois de selecionadas as dez
melhores ilhotas, as células foram contadas, uma a uma, sendo cada ilhota focada
individualmente no campo 6ptico. A contagem das células foi realizada com o auxilio do
software Image Pro-Plus 5.0. Desse modo, de cada animal obteve-se um nimero médio de
células produtoras de glucagon a partir da contagem de células de dez ilhotas por animal. As
células foram contadas tanto nos animais do grupo controle quanto nos knockout para o receptor

Mas.
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3.3. Analise Estatistica

O trabalho foi baseado na comparacao de dados entre o grupo controle WT e o grupo KO-
Mas. Para a comparacdo dos dois grupos foi utilizado o teste t de Student, ndo pareado. Para a
analise dos testes de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina foi utilizada a analise de
variancia de duas vias (Two-way — ANOVA), seguida do teste de comparacdo entre curvas do
tipo BONFERRONI.

Os resultados foram apresentados como média +/ - erro padrdo da média e foram
considerados estatisticamente diferentes para valores de p menor que 0,05. A analise estatistica

foi feita com software Graph Pad Prism, versdo 4.0 (San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do Peso Corporal e da Ingestdo Alimentar

As figuras 2 e 3 mostram, respectivamente, o peso corporal e a ingestdo alimentar em
camundongos C57BL/6 KO-Mas e seu controle WT com aproximadamente 10 semanas de
idade. Foi observado reducdo significativa do peso corporal (21,949 £ 0,41 vs 23,449 = 0,3 nos
animais WT) e aumento significativo da ingestdo alimentar (0,199 + 0,003 vs 0,1788g + 0,003

nos animais WT) nos camundongos KO-Mas quando comparado aos animais controle.

K O-Mas

20 -+

gramas

Figura 2: Peso Corporal, expresso em gramas, em camundongos C57BL/6 WT (n=16) e KO-

Mas (n=16). * p < 0,05 em relagédo ao grupo controle (Teste t student).
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Figura 3: Ingestdo alimentar em camundongos C57BL/6 WT (n=16) e KO-Mas (n=15).

*p < 0,05 em relacdo ao grupo controle (Teste t student).
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4.2. Avaliacdo do Peso do Tecido Adiposo Epididimal e Retroperitoneal

As figuras 4 e 5 mostram a analise do peso do tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal, respectivamente. Observou-se reducdo significativa do peso tanto do tecido
adiposo epididimal (0,82g £+ 0,06 vs 1,289 + 0.12 nos animais WT) quanto do retroperitoneal
(0,249 £ 0,02 vs 0,31g £ 0,05 nos animais WT) nos animais KO-Mas em relacdo ao seu controle

WT.

/100 de peso corporal

Figura 4: Peso do tecido adiposo epididimal, expresso em gramas, em camundongos C57BL/6

WT (n=16) e KO-Mas (n=15). * p <0,05em relacdo ao grupo controle (Teste t student).
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Figura 5: Peso do tecido adiposo retroperitoneal, expresso em gramas, em camundongos
C57BL/6 WT (n=15) e KO-Mas (n=15). * p < 0,05 em relagcdo ao grupo controle (Teste t

student).
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4.3. Avaliacdo da Pressao Arterial Sistolica (PAS)

A figura 6 mostra os valores da PAS medidos por pletismografia de cauda nos animais
WT e KO-Mas. Os animais WT e KO-Mas apresentaram valores basais de PAS similares, ndo
sendo observada diferenca significativa nos entre eles (123,4 + 3,71 vs. 118,2 £ 3,14 nos animais

WT).

B W T
I O-has

Figura 6: Valores de Pressdo Arterial Sistdlica (PAS), expressos em mmHg obtidos por

pletismografia de cauda, em camundongos C57BL/6 WT (n=6) e KO-Mas (n=6).
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4.4. Avaliacao do Perfil Glicémico

Durante a realizacdo do teste de tolerdncia a glicose ndo foi observada diferenca
significativa nos niveis da glicemia plasmatica, representada pela média dos pontos (226,7 mg/dl
+ 59,37 vs 213,9 mg/dl + 54,07 no WT), comparando os dois grupos (figura 7). Porém, durante o
teste de sensibilidade a insulina foi observado aumento significativo da sensibilidade a insulina
(79,0 mg/dl + 10,99 vs 100,2 mg/dl + 12,60 no WT) nos animais KO-Mas quando comparado

com o WT, como mostra a figura 8.
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Figura 7: Niveis glicémicos, expressos em mg/dl, durante o teste de tolerancia a glicose em

camundongos C57BL/6 WT (n=15) e KO-Mas (n=17).
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Figura 8: Niveis glicémicos durante o teste de sensibilidade a insulina em camundongos
C57BL/6 WT (n=17) e KO-Mas (n=17). * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle (Teste two-

away Anova, seguido do teste de Bonferroni).
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4.5. Avaliacdo dos Niveis Séricos de Insulina

Com o objetivo de investigar a causa do aumento da sensibilidade
a insulina nos animais KO-Mas, foi mensurado os niveis séricos de insulina nos dois grupos em
jejum. Né&o foi observado nenhuma diferenca significativa entre eles (0,29 ng/ml + 0,008 vs 0,35
ng/ml £ 0,034 no WT), apenas uma tendéncia na reducdo dos niveis de insulina no grupo KO-

Mas, como mostra a figura 9.
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Figura 9: Niveis séricos de insulina, expressos em ng/ml, em camundongos C57BL/6 WT (n=8)

e KO-Mas (n=8).
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4.6. Quantificacdo das Células-a das Ilhotas de Langerhans Produtoras de
Glucagon

Apos a realizacdo da imunohistoquimica, observou-se aumento significativo no nimero
das células-a, localizadas na cauda pancredtica (junto ao baco), nos animais KO-Mas quando
comparado com o seu controle WT (29,24% + 1,49 VS 10,71% + 1,33 no WT) (figura 10, 12 e

13). O numero total de células por ilhota ndo diferiu entre os dois grupos (figura 11).

20+
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Figura 10: Numero de células-a das ilhotas de Langerhans, localizadas na cauda pancreéatica
(junto ao baco), expresso em porcentagem, nos camundongos C57BL/6 WT (n=6) e KO-Mas

(n=9). * p < 0,05em relagéo ao grupo controle (Teste t student).
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Figura 11: Total de células por ilhota de Langerhans, localizadas na cauda pancreética (junto ao

bago), nos camundongos C57BL/6 WT (n=6) e KO-Mas (n=9).

Figura 12: Figura representativa da ilhota de Langerhans de animais WT. Células-a, produtoras

de glucagon marcadas em marrom.

Figura 13: Figura representativa da ilhota de Langerhans de animais KO-Mas. Células a,

produtoras de glucagon marcadas em marrom.
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4.7. Avaliacao do Perfil Lipidico

As figuras 14,15 e 16 mostram os niveis séricos de colesterol total, triglicérides e acidos
graxos livres, respectivamente, nos animais WT e KO-Mas em jejum. N&o foi observado
nenhuma diferenca significativa entre eles (74,63 mg/dl = 6,63 vs 69,0 mg/dl + 8,69 no WT;
73,26 mg/dl + 11,13 vs 57,90 mg/dl £ 9,52 no WT e 1,71 mmol/l £ 0,04 vs 1,58 mmol/l £ 0,08

no WT).

EEmWT
Il < O-Mas

Figura 14: Niveis séricos de colesterol total, expressos em mg/dL, em camundongos C57BL/6

WT (n=9) e KO-Mas (n=9) nos animais WT e KO-Mas.
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Figura 15: Niveis séricos de triglicérides, expressos em mg/dl, em camundongos C57BL/6 WT

(n=7) e KO-Mas (n=8).
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Figura 16: Niveis de acidos graxos livres, expressos em mmol/l, em camundongos C57BL/6

WT (n=5) e KO-Mas (n=6).
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4.8. Expressao da Proteina GLUT-4 no Tecido Adiposo Epididimal

A expressdo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo epididimal é mostrada na figura 17.
N&o foi observada diferenca significativa na expressdo dessa proteina entre os grupos (1,26 +

0,14 vs 1,32 £ 0,18 no WT).

WT KO-Mas

GLUT-4

GAPDH
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Figura 17: Expressdo da proteina GLUT-4, no tecido adiposo epididimal, de camundongos

C57BL/6 WT (n=4) e KO-Mas (n=4).
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4.9. Expressdo Génica do Angiotensinogénio, Receptor AT, TNF-a, TGB-p e
Receptor de Insulina no Tecido Adiposo Epididimal

As figuras 18, 19, 20, 21 e 22 mostram a expressao génica do angiotensinogénio, receptor
ATy, TGF-B, TNF-a e receptor de insulina, respectivamente, no tecido adiposo epididimal. N&o
foi observado diferenca significativa na expressao génica do AOG (1,33 + 0,27 vs 1,10 £ 0,19 no
WT), TNF-a (4,94 £ 1,9 vs. 1,46 + 0,70 no WT) e receptor de insulina (2,55 £ 0,90 vs. 1,38 £
0,47 no WT) quando comparado os animais KO-Mas com seu controle WT. Porém, foi
observado aumento significativo na expressdo do mRNA para o TGB-fB (2,22 £ 0,48 vs 1,10 +
0,22 no WT) e receptor AT1 (4,1 £0,83 vs. 1,3 £ 0,37 no WT) nos animais KO-Mas em relagéo

ao WT.

I KO-Mas

Unidade arbitraria
——
—

Figura 18: Expressdo do mRNA para o angiotensinogénio, no tecido adiposo epididimal, de

camundongos C57BL/6 WT (n=5) e KO-Mas (n=4).
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Figura 19: Expressdo do mRNA para o receptor AT;, no tecido adiposo epididimal, de

camundongos C57BL/6 WT (n=7) e KO-Mas (n=7) .* p < 0,05 em rela¢do ao grupo controle

(Teste t student).
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Figura 20: Expressdo do mRNA para TGF-B, no tecido adiposo epididimal, de camundongos

C57BL/6 WT (n=5) e KO-Mas (n=4) .* p < 0,05 em relacdo ao grupo controle (Teste t student).
65



B W T
I < O-Mas

Unidade arbitraria

Figura 21: Expressdo do mRNA para o TNF-a, no tecido adiposo epididimal, de camundongos

C57BL/6 WT (n=5) e KO-Mas (n=7) .* p < 0,05 em relacéo ao grupo controle (Teste t student).

4_

B AT
; - O-has
2_

Linidade arbitraria
|
|

Figura 22: Expressao do mRNA para o receptor de insulina, no tecido adiposo epididimal, de
camundongos C57BL/6 WT (n=6) e KO-Mas (n=7) .* p < 0,05 em rela¢do ao grupo controle
(Teste t student).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que camundongos machos, adultos C57BL/6 knockout para
0 receptor Mas apresentaram reducdo significativa do peso corporal, da massa adiposa
epididimal e retroperitoneal, porém com uma maior ingesta alimentar. Além disso, foi observado
aumento significativo do numero de células o das ilhotas pancreaticas produtoras de glucagon.
Em adicédo, houve aumento significativo da sensibilidade a insulina associado a uma tendéncia na
reducdo dos niveis séricos de insulina em relagdo ao grupo controle.

Por outro lado, esses animais ndo apresentaram alteracfes nos niveis glicémicos durante o jejum
e nem apds sobrecarga de glicose. Da mesma forma, ndo houve diferenca significativa na
expressao protéica do GLUT4, na expressdo génica do receptor de insulina, AOG e TNF-a no
tecido adiposo epididimal e nem no perfil lipidico. Entretanto, houve aumento significativo do
MRNA para o TGF-f e receptor AT, no tecido adiposo epididimal.

Em relacdo aos niveis da PAS, ndo foi observado diferenca significativa nos camundongos
C57BL/6 KO-Mas quando comparado com o grupo controle.

Em estudo anterior realizado em camundongos FVB/N knockout para o receptor Mas foi
observado que a delecdo genética desse receptor produziu profundas alteracbes do metabolismo
glicémico e lipidico. Esses animais apresentaram aumento da massa adiposa epididimal e
retroperitoneal, resisténcia a insulina e dislipidemia, caracterizando esses animais como modelo
de sindrome metabdlica. Além disso, foi observado aumento da expressdo do mRNA do AGT e
TGB-B e, reducdo da expressdo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo epididimal (Santos e
cols., 2008). Dessa forma, esses achados indicam que o papel do receptor Mas no metabolismo

glicémico e lipidico é grandemente influenciado pelo background genético.
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Nossos achados estdo em consonancia com outros estudos em animais geneticamente
modificados que mostraram respostas metabdlicas diferentes de acordo com a linhagem
estudada, sendo os camundongos da linhagem B6 mais resistentes ao desenvolvimento de
Diabetes. A deficiéncia do gene para a leptina produziu, em camundongos C57BL/6, menor
hiperglicemia e resisténcia muscular as a¢des da insulina quando comparado com o FVB/N,
apresentando mesmo grau de obesidade e hiperinsulinemia (Haluzik e cols., 2004). Em modelo
de lipoatrofia em camundongos A-ZIP/F-1, a linhagem C57BL/6 apresentou menor
hiperglicemia, dislipidemia e resisténcia muscular a insulina e, maior clearance de triglicérides
quando comparado com o FVB/N. Ja a resisténcia insulinica e deposicdo de &cidos graxos no
figado apresentaram tendéncia oposta (Colombo e cols., 2003).

Essas diferentes respostas ndo séo encontradas apenas quando se estuda o metabolismo
glicémico e lipidico. Resultados opostos também foram observados com relagdo aos parametros
cardiovasculares, no estado basal, em camundongos com dele¢do genética do receptor Mas. A
linhagem C57BL/6 ndo apresentou alteracdo da pressdo arterial sistolica (Rabelo e cols., 2008), o
que esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo. Esses dados podem ser
explicados pela auséncia de alteracdo nos niveis circulantes de Ang | e Ang Il e, atividade da
renina plasmatica nesses animais (Rabelo e cols., 2008). J& a linhagem FVB/N apresentou
aumento significativo dos niveis presséricos quando comparado com o seu controle WT (Xu e
cols., 2008). Além disso, a disfuncdo endotelial foi mais acentuada nos camundongos FVB/N
KO-Mas quando comparados com os da linhagem C57BL/6. Outro modelo animal com um dos
componentes do SRA modificado geneticamente, a delecdo do gene para a ECA2, também
apresentou resultados inconsistentes com relagdo aos niveis pressoricos, dependendo do

background genético estudado (Gurley e cols., 2006). No modelo animal de hipertensdo DOCA-
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salt os camundongos da linhagem C57BL/6 foram mais resistentes ao desenvolvimento da
hipertensdo arterial quando comparado com outras linhagens (Hartner e cols., 2003). Outra razéo
para a diferente susceptibilidade a hipertensao arterial seria a diferenga no nimero de genes para
renina: camundongos C57BL/6 tém apenas um gene para renina (Ren-1° resultando em duas
copias para o gene de renina), enquanto que a linhagem FVB/N apresenta dois genes para renina
(Ren-1%e Ren-2 resultando em quatro copias para o gene de renina) (Hansen e cols., 2004).

As alteracGes na funcdo renal também sdo background-dependente nos camundongos
KO-Mas. Recente trabalho de Pinheiro e colaboradores (2009) mostrou que a linhagem C57BL/6
apresenta alteracdes renais ndo encontradas na linhagem FVB/N (Dados ainda ndo publicados),
como retencdo renal de sodio e &gua, fibrose e inflamagdo renal, aumento da filtracdo
glomerular, proteindria e tendéncia a glomeruloesclerose. Assim, esses trabalhos sugerem que
fatores genéticos aumentam a predisposi¢cdo para o desenvolvimento de desordens metabolicas e
cardiovasculares.

Como descrito anteriormente, em nosso estudo os camundongos C57BL/6 KO-Mas
apresentaram reducao do peso corporal e da massa adiposa (epididimal e retroperitoneal), porém
associados & maior ingestdo alimentar. Esses resultados estdo em contraste com achados que
mostram o papel protetor do eixo Ang-(1-7)/Mas no ganho do peso corporal e da massa adiposa.
Camundongos com delecdo genética do receptor Mas, da linhagem FVB/N (Santos e cols.,
2008), apresentaram aumento da massa adiposa epididimal e retroperitoneal, provavelmente
devido a maior proliferacdo dos adipdcitos, ja que nao foi observado alteragdes no peso corporal
e na ingestdo alimentar. Além disso, recente trabalho realizado pelo mesmo grupo (dados nao
publicados) mostrou que ratos transgénicos, TGR(A1-7)3292 (TGR-L3292), caracterizados por

elevacdo crénica (2-3 vezes) dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7), apresentaram reducdo do peso
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corporal e da massa adiposa epididimal, indicando que o heptapeptideo Ang-(1-7) poderia
participar do controle do gasto energético.

Jé& Cassis e colaboradores (1998) demonstraram que, em ratos Sprague Dawley, a infuséo
cronica de Ang Il reduziu o peso corporal e a massa do tecido adiposo retroperitoneal. Esse
resultado pode ser explicado provavelmente devido a maior liberacdo de catecolaminas,
contribuindo para o aumento da atividade metabdlica, com conseqliente aumento da mobilizacéo
da massa adiposa e gasto energético.

O aumento da ingestdo alimentar observada nos camundongos C57BL/6 KO-Mas mostra
que a reducédo do peso corporal e da massa adiposa nao resultou da reducéo do apetite, mas sim
de mudangas metabolicas e neurais. Evidéncias mostram que a Ang Il facilita o sistema nervoso
simpatico (SNS) (English & Cassis, 1999) e, mais do que isso, 0 SNS é importante no controle
do metabolismo lipidico periférico. A ativacdo do SNS resulta em aumento de noradrenalina e
adrenalina circulante, que agindo em receptores Pz-adrenérgico no tecido adiposo, estimula
diretamente a lip6lise por ativar a enzima lipase hormonio-sensivel (Nonogaki, 2000). Mesmo 0s
camundongos C57BL/6 KO-Mas ndo apresentando aumento dos niveis circulantes da Ang Il, a
auséncia do eixo Ang-(1-7)/Mas pode ter contribuido para uma maior ativacdo simpatica. Na
verdade, Walther e colaboradores (2000) mostraram que camundongos da linhagem C57BL/6,
deficientes do receptor Mas, apresentam aumento da atividade simpatica.

Além do tecido adiposo, 0 péancreas também é inervado pelo SNS. A secrecdo de
glucagon ¢ alterada em resposta a estimulagdo nervosa pancreatica, sendo que a ativacdo da
atividade simpdtica resulta em aumento da secrecdo de glucagon pelas células o da ilhota
pancreatica (Shimazu e cols., 1996). Como conseqiiéncia de uma maior quantidade de células o

produtoras de glucagon, observado nos camundongos C57BL/6 KO-Mas, associado ao aumento
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da atividade simpaética, esses animais provavelmente apresentam maior quantidade de glucagon
circulante. O glucagon apresenta efeito catabdlico, principalmente por ativar a glicogenolise e a
gliconeogénese hepética (Dunning e cols., 2007), j& que a sua atividade lipolitica ainda é
contraditéria. Em adipdcitos de rato (Heckemeyer e cols., 1983) e humano (Perea e cols., 1995) o
glucagon aumentou a lipolise. No entanto, a infusdo subcutanea de glucagon no tecido adiposo
abdominal de individuos saudaveis ndo apresentou efeito lipolitico (Gravholt e cols., 2001).
Assim, o aumento de glucagon circulante também pode ser responsavel pela reducdo da massa
adiposa e do peso corporal encontrada nos camundongos C57BL/6 KO-Mas. Estudos posteriores
poderdo esclarecer essa possibilidade.

E sabido que o SRA apresenta papel importante no controle do metabolismo glicémico e
lipidico (Ran e cols., 2004; Wei e cols., 2006; Santos e cols., 2008; Giani e cols., 2009). Os
principais peptideos deste sistema sdo representados pela Ang Il, que tem acdo vasoconstritora, e
0 heptapeptideo vasodilatador Ang-(1-7). No metabolismo glicémico, a Ang |l via receptor AT;,
resulta no desenvolvimento da resisténcia a insulina, por ativar a via da MAPK (proliferativa e
mitogénica) e inibir a via da PISBK/AKT (metabolismo glicémico) (Marrero e cols., 2004; Wei e
cols., 2006). A maioria das acOes desse peptideo sdo contrarreguladas pelas a¢cdes da Ang-(1-7)
via receptor Mas. Na literatura, existem evidéncias da importancia do eixo Ang-(1-7)/Mas na
regulacdo do metabolismo glicémico e lipidico (Santos e cols., 2008; Giani e cols., 2009). Em
camundongos FVB/N, com delecdo genética do receptor Mas (Santos e cols., 2008), foi
observado aumento significativo dos niveis glicémicos durante o teste de tolerancia a glicose
associado a menor sensibilidade dos tecidos a acdo da insulina. Aléem disso, os camundongos
dessa linhagem apresentaram aumento significativo dos niveis séricos de insulina e reducéo da

expressdo protéica do GLUT-4 no tecido adiposo epididimal. Esses achados foram corroborados
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por Giani e cols. (2009). Ratos Sprague-Dawley, tratados cronicamente com Ang-(1-7),
apresentaram reducdo dos niveis plasmaticos de insulina, os quais estavam aumentados apo6s 6
semanas de frutose 10% na &gua de beber. Além disso, o heptapeptideo Ang-(1-7) desviou a via
de sinalizacdo da insulina para IR/IRS-1/PIBK/AKT no musculo esquelético, tecido adiposo e
figado, revertendo o estado de resisténcia a insulina. Dentro desse contexto, outro trabalho de
nosso grupo, descreveu que ratos TG-L3292, que superexpressam Ang-(1-7) circulante (TG
L3292), apresentaram maior tolerdncia & glicose e sensibilidade a insulina. O aumento da
sensibilidade a insulina foi associado ao aumento da AKT total e fosforilada no tecido adiposo
epididimal, indicando que o eixo Ang-(1-7)/Mas poderia participar do controle glicEmico (Dados
néo publicados).

Os resultados encontrados em nosso trabalho diferiram dos dados descritos acima. Nos
camundongos C57BL/6 KO-Mas ndo foi observado alteracdo da glicemia plasmatica durante o
teste de toleréncia a glicose, 0 que esta de acordo com a ndo alteracdo na expressao protéica do
GLUT-4 no tecido adiposo epididimal. Porém, foi observado aumento significativo da
sensibilidade a insulina associado a uma tendéncia na reducdo dos niveis séricos de insulina
quando comparado com seu controle WT. A maior sensibilidade a insulina nos animais KO-Mas
contrasta com a curva de tolerancia a glicose, que estd normal nos dois grupos estudados, o que
sugere uma deficiéncia na liberacao de insulina pelas células B da ilhota pancreatica ou aumento
dos niveis circulantes de glucagon, normalizando os valores glicémicos nos animais com delecéo
do receptor Mas.

A sensibilidade a insulina aumentada, observada nos animais do presente estudo, pode ser
explicada pela menor quantidade de insulina circulante observada nesses animais, mesmo esse

dado ndo sendo estatisticamente diferente. Como consequéncia 0s receptores de insulina
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poderiam estar aumentados, mantendo os niveis glicémicos dentro da normalidade. Porém, no
tecido adiposo epididimal dos camundongos C57BL/6 KO-Mas a expressdo do mRNA para o
receptor de insulina ndo apresentou diferenca significativa quando comparada com o grupo
controle. No entanto, ndo foi avaliada a expressdo desse gene no musculo esquelético, que é
considerado o principal tecido responsédvel pela captacdo e utilizacdo de glicose sanguinea
(Nonogaki, 2000).

E sabido que alguns componentes do SRA estio presentes no pancreas e apresentam
papel importante no controle da secre¢do de insulina pelas células B da ilhota pancreatica. A
liberagéo de insulina estimulada por glicose foi reduzida de forma dose-dependende pela adi¢do
de Ang Il em ilhotas isoladas de camundongos da linhagem C57BL/6. Esse efeito foi mediado
via receptor AT, ja que o pré-tratamento das ilhotas com losartan restaurou completamente a
secre¢do de insulina pelas células B pancreatica (Lau e cols., 2004). Assim, uma possivel
explicagdo para a reducdo da secrecdo de insulina pelas células  da ilhota pancreatica, seria o
desbalango na ativacdo dos dois eixos contra-regulatorios do SRA, reduzindo assim 0s niveis
circulantes desse hormdnio nos camundongos C57BL/6 KO-Mas.

Dados na literatura apontam para o papel da insulina na regulagdo da secrecdo do
glucagon (Bansal e cols., 2008). A reducdo da secrecdo de insulina pelas células  da ilhota
pancredtica resulta na auséncia de inibicdo da secrecdo de glucagon, aumentando assim sua
secre¢dao pelas células a da ilhota pancredtica. O principal efeito do glucagon ¢ impedir a
hipoglicemia, estimulando a produgdo hepatica de glicose através da glicogenolise e da
gliconeogénese. Assim, o desbalango entre a secrecdo de insulina e glucagon contribui para a
intolerancia a glicose, hiperglicemia, microalbuminudria e injaria glomerular (Li e cols., 2008).

Dessa forma, hipotetizamos que reduzida secre¢édo de insulina associada ao aumento da atividade
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simpatica e maior quantidade de células o pancreatica nos camundongos C57BL/6 KO-Mas,
resultaria em aumento da secrecdo de glucagon. Como consequéncia, esperava-se aumento dos
niveis glicémicos. No entanto, a auséncia de hiperglicemia nos camundongos KO-Mas deve ser
consequéncia da sensibilidade aumentada dos tecidos periféricos a acdo da insulina.

E usualmente descrito que a resisténcia dos tecidos periféricos a acdo da insulina leva a
disfuncdo endotelial (Kim e cols., 2006). O nosso estudo dissocia a relagdo entre esses dois
fatores de risco cardiovasculares, j& que os camundongos C57BL/6 KO-Mas apresentam
disfuncédo endotelial (Rabelo e cols., 2008), porém aumentada sensibilidade dos tecidos a acao da
insulina.

Em relagdo ao papel do SRA no metabolismo lipidico, a ativacdo do eixo Ang Il/receptor
AT, tem papel importante no desenvolvimento da dislipidemia, sendo que o blogueio desse eixo
previne essa alteracdo. Ferreira e cols. (2004) mostraram que a infusdo de Ang Il, em ratos,
resultou em aumento plasméatico de AGL, sendo que sua mobilizacdo foi reduzida em presenca
de propranolol. De acordo com esses achados, ratos Zucker obesos (ZF), um modelo animal de
resisténcia a insulina, apresentaram reducdo dos niveis de &cidos graxos livres ap0s tratamento
por quatro semanas com bloqueador do receptor AT, porém sem alteracdo nos niveis de
colesterol total e HDL-c. Os niveis de triglicérides também foram reduzidos, mas esse dado nao
foi estatisticamente significante. No entanto, a taxa de secrecdo e o contedo hepético de
triglicérides foram reduzidos pela metade nos animais tratados (Ran cols., 2004). Em outro
estudo, de Mizuno e cols. (2002), usando o0 mesmo modelo animal, o tratamento com Olmesartan
por 19 semanas reduziu significativamente os niveis de triglicérides plasmaticos.

Por outro lado, a ativacdo do eixo Ang-(1-7)/Mas resulta em acOes opostas aquelas

mediadas pela Ang Il. Tratamento cronico com Ang-(1-7) reduziu os niveis plasmaticos de
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triglicérides em modelo de rato diabético (Giani e cols., 2009). Esses dados estdo de acordo com
dados ainda ndo publicados de Santos e colaboradores. Ratos TG L3292, com elevagédo crénica
dos niveis circulantes de Ang-(1-7), apresentaram reducdo significativa dos niveis plasmaticos de
colesterol total e triglicérides, mostrando que o heptapeptideo Ang-(1-7) apresenta papel
importante na regulacdo do metabolismo lipidico. Esses dados sdo reforcados pelo estudo
realizado em camundongos FVB/N, com delecdo genética do receptor Mas, que mostrou
aumento dos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicérides (Santos e cols., 2008).
J& no presente estudo, os camundongos C57BL/6 com delecdo do receptor Mas, nao
apresentaram alteracdo nos niveis séricos de colesterol total, triglicérides e &cidos graxos livres.
A insulina, um horménio anabdlico, age principalmente estimulando o armazenamento de
glicose, proteinas e lipidios. Assim, da mesma forma que na curva de glicemia, os niveis
lipidicos contrastam com a aumentada sensibilidade dos tecidos a agdo da insulina (Dunning e
cols., 2005).

Sabe-se que a dislipidemia é um dos maiores componentes da sindrome de resisténcia a
insulina e, freqlientemente acompanha o Diabetes Mellitus tipo 2. O quadro de resisténcia a
insulina estimula a producdo hepética de VLDL, importante proteina transportadora de
triglicérides produzido endogenamente e de AGL (Lewis e cols., 2002). Assim, a manutencdo
dos niveis lipidicos, dentro da faixa de normalidade, pode ser conseqiiéncia da aumentada
sensibilidade dos tecidos a a¢cdo da insulina nesses animais.

O tecido adiposo € visto hoje como um oOrgdo endocrino, produzindo e secretando na
circulacdo varias adipocitocinas, as quais apresentam papel importante tanto no metabolismo
local quanto sistémico. Alguns componentes do SRA, presentes no tecido adiposo, estdo

aumentados na obesidade. Hainault e cols. (2002) mostraram que ratos Zucker obesos
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apresentaram aumento da secrecdo e expressao do mRNA para o AOG no tecido adiposo.
Resultado semelhante foi observado por Santos e colaboradores (2008) em camundongos FVB/N
KO-Mas. Estes animais apresentaram aumento da expresséo do mRNA para o AGT no tecido
adiposo, o qual foi associado & maior massa adiposa. No presente estudo a expressdo do mRNA
para 0 AOG no tecido adiposo epididimal ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos.
Esse resultado pode ser justificado pela auséncia de obesidade nos camundongos da linhagem
C57BL/6 KO-Mas. Como os niveis de AOG estdo correlacionados com o grau de obesidade,
esperava-se encontrar uma reducdo na expressao do mRNA para o AOG, j& que esses animais
apresentaram uma reducéo significativa na massa adiposa epididimal.

Jé& a expressdo do mRNA para o receptor AT, apresentou aumento significativo no tecido adiposo
epididimal dos camundongos C57BL/6 com delecdo genética do receptor Mas. Trabalhos
mostram que a expressdo desse receptor também estd aumentada no tecido adiposo em presenca
de obesidade (Giacchetti e cols., 2002; Engeli e cols., 2003). O aumento local da expressdo do
receptor AT, sugere aumento da atividade do eixo Ang II/AT; no tecido adiposo epididimal.
Como o papel da Ang Il na diferenciacdo dos adipécitos ainda é controverso, esse peptideo pode
ter efeito antiadipogénico no modelo animal do presente estudo, que agindo via receptor AT,
inibe a adipogénese, reduzindo a massa adiposa.

O TNF-a, uma citocina também produzida e secretada pelo tecido adiposo, esta
envolvida em varios processos inflamatérios (Yudkin e cols., 2007). No presente estudo nédo foi
observado alteracdo na expressdo do mRNA para 0 TNF-o nos animais C57BL/6 com dele¢do
genetica do receptor Mas, indicando auséncia de inflamacao no tecido adiposo epididimal. Esse

dado esta de acordo com o observado em camundongos FVB/N KO-Mas, os quais também néo
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apresentaram alteracdo na expressao génica para 0 TNF-a no tecido adiposo epididimal (Santos e
cols., 2008).

Outra adipocitocina estudada em nosso trabalho foi 0 TGF-f, uma citocina fundamental
para a manutencdo da homeostasia entre o crescimento e apoptose celular. A exposi¢do das
celulas a0 TGB-p pode resultar em uma variedade de respostas celulares incluindo proliferacéo,
crescimento, diferenciacdo e apoptose celular, dependendo da via intracelular ativada (Sanchez-
Capelo, 2005). No presente estudo, a expressdo génica do TGF-f apresentou aumento
significativo no tecido adiposo epididimal dos animais C57BL/6 KO-Mas quando comparado
com os animais controle WT. Esse dado esta de acordo ao encontrado em camundongos da
linhagem FVB/N KO-Mas, porém nesses animais, 0 aumento da expressao génica do TGF- foi
associado ao aumento da massa adiposa epididimal e proliferacdo dos adipdcitos (Santos e cols.,
2008). Como os camundongos C57BL/6 KO-Mas apresentaram redugdo da massa adiposa, 0
aumento na expressdo do gene para 0 TGB-B pode ser um mecanismo de feedback para
compensar a reducdo da massa do tecido adiposo encontrada nesses animais. Outra hipdtese seria
com relacdo a acdo apoptética do TGB-p, resultando em morte celular e, conseqiientemente na
reducdo da massa adiposa. Assim, provavelmente o eixo Ang-(1-7) controla a producéo e a
secrecao dessa adipocitocina pelos adipdcitos.

Sumarizando, o fendtipo observado em camundongos da linhagem FVB/N com
deficiéncia do receptor Mas ndo é observado em outro background genético, no caso a linhagem
C57BL/6. O fendtipo encontrado nos camundongos C57BL/6 KO-Mas difere quase totalmente
daquele encontrado na linhagem FVB/N. Provavelmente os camundongos FVB/N sdo mais
sensiveis a delecdo genética do receptor Mas, que somando-se a presenca de dois genes para

renina, resulta em importantes alteracbes metabdlicas e hemodinamicas.
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6. SINTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Em nosso estudo foram observadas as seguintes alteracfes fenotipicas em camundongos
da linhagem C57BL/6 knockout para o receptor Mas:
1. Reducdo do peso corporal, associado com uma maior ingesta alimentar.
2. Reducéo acentuada do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal.
3. Aumento da sensibilidade dos tecidos periféricos a acéo da insulina.
4. Maior numero de células a das ilhotas de Langerhas produtoras de glucagon.

5. Aumento da expressdo génica do receptor AT; e do TGF-B no tecido adiposo epididimal.

Por outro lado, ndo foram observadas alteracdes nos niveis pressoricos, nos niveis
glicémicos durante o teste de tolerancia a glicose, nos niveis sericos de colesterol total,
triglicérides, acidos graxos livres e insulina, na expressdo protéica do GLUT-4 e na expressao

génica para o angiotensinogénio, TNF-a e receptor de insulina no tecido adiposo epididimal.

Concluindo, os resultados obtidos no presente estudo mostram pela primeira vez que o
efeito do eixo Ang-(1-7)/Mas no controle do metabolismo glicémico e lipidico é altamente
dependente do background genético estudado. Além disso, mostramos a importancia das

alteracdes genéticas no desenvolvimento de varias doencas metabdlicas e cardiovasculares.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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