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Mensagem

Esse é um texto que me inspira e direciona em momentos de escolhas e
indecisoes:

"Ainda pior que a convicgdo do hdo e a incerteza do talvez é a desilusdo de um quase.

E o quase que me incomoda, que me entristece, que me mata trazendo tudo que poderia ter sido e ndo
foi.

Quem quase ganhou ainda joga, quem quase passou ainda estuda, quem quase morreu estd vivo, quem
quase amou ndo amou.

Basta pensar nas oportunidades que escaparam pelos dedos, has chances que se perdem por medo, nas
idéias que nunca sairdo do papel por essa maldita mania de viver no outono.

Pergunto-me, as vezes, o que hos leva a escolher uma vida morna; ou melhor ndo me pergunto, contesto.
A resposta eu sei de cdr, estd estampada na disténcia e frieza dos sorrisos, na frouxiddo dos abragos,
na indiferenga dos "Bom dia", quase que sussurrados. Sobra covardia e falta coragem até pra ser feliz.

A paixdo queima, o amor enlouquece, o desejo trai.

Talvez esses fossem bons motivos para decidir entre a alegria e a dor, sentir o hada, mas ndo sdo. Se a
virtude estivesse mesmo no meio fermo, o mar ndo teria ondas, os dias seriam nublados e o arco-iris em
tons de cinza.

O nada ndo ilumina, ndo inspira, ndo aflige hem acalma, apenas amplia o vazio que cada um traz dentro
de si.

Ndo € que fé mova montanhas, nem que todas as estrelas estejam ao alcance, para as coisas que hdo
podem ser mudadas resta-nos somente paciéncia porém preferir a derrota prévia a ddvida da vitéria é
desperdicar a oportunidade de merecer.

Pros erros hd perddo; pros fracassos, chance; pros amores impossiveis, tempo.

De nada adianta cercar um coragdo vazio ou economizar alma. Um romance cujo fim € instantdneo ou
indolor ndo é romance.

Ndo deixe que a saudade sufoque, que a rotina acomode, que o medo impega de tentar.

Desconfie do destino e acredite em vocé. Gaste mais horas realizando que sonhando, fazendo que
planejando, vivendo que esperando porque, embora quem quase morre esteja vivo, quem quase vive ja
morreu.”

(Autoria atribuida a Luis Fernando Verissimo, mas que ele mesmo diz ser de Sarah Westphal Batista da
Silva, em sua coluna do dia 31 de margo de 2005 do jorna/ O &lobo)
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"E muito melhor arriscar coisas grandiosas, alcancar triunfos e gldrias, mesmo
expondo-se a derrota, do que formar fila com os pobres de espirito que nem gozam
muito nem sofrem muito, porque vivem nessa penumbra cinzenta que ndao conhece
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Resumo

O diabetes melito tipo 2 e a obesidade continuam sendo dois dos principais
problemas de satide no mundo e a sua prevaléncia esta aumentando. E sabido
gue a angiotensina Il esta diretamente envolvida em diferentes desordens
metabdlicas incluindo o diabetes. Por outro lado o papel metabdlico da
angiotensina-(1-7), um importante peptideo contraregulatério dentro do sistema
renina-angiotensina, apenas comecou a ser investigado. Nesse contexto, 0s
principais objetivos desse estudo foram avaliar o efeito da administracéo oral da
angiotensina-(1-7) em um rato transgénico que representa um novo modelo de
diabetes melito do tipo 2 induzivel, e avaliar o metabolismo lipidico e glicémico
em ratos transgénicos que expressam uma proteina de fusdo de liberacdo de
angiotensina-(1-7), TGR(A1-7)3292 (TGR-L3292) que apresentam aumento
plasmético crénico desse peptideo.

Os ratos transgénicos com downregulation induzivel do receptor de insulina
baseado no shRNA, foram tratados com doxaciclina para induzir diabetes. Eles
foram divididos em dois grupos, um tratado com angiotensina-(1-7) e outro
tratado apenas com o veiculo. Para o tratamento uma formulacdo oral especial
de angiotensina-(1-7) incluida em B-ciclodextrina foi utilizada. Durante o inicio do
estado diabético (estudo preventivo) uma dose mais baixa de angiotensina-(1-7)
(30 pg/Kg PC) foi administrada, sendo aumentada para 100 pg/ Kg PC quando o
estado diabético nos ratos estava completamente estabelecido (estudo
terapéutico) totalizando 72 dias de tratamento continuado. Em ambas as
concentracdes o teste de sensibilidade insulinica foi realizado. O peso corporal,
volume de ingestdo de agua e a glicemia foram medidos diariamente. Ao término
dos experimentos foram analisados os niveis plasméaticos de lipideos, leptina,
adiponectina, insulina e diurese. A nefropatia diabética foi avaliada por histologia
e métodos de coloracdo. Para explicar os mecanismos envolvidos nos achados
fisiolégicos realizamos Western blotting para Total/Phospho Akt; Total/Phosho
Erk1/2-MAPK e para o receptor de insulina no muasculo esquelético e tecido
adiposo epididimal. A expressado de angiotensinogénio e TNF-a foram também

avaliados por Real Time PCR nos mesmos tecidos.
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Nos animais TGR-L3292 e SD analizamos 0s niveis plasmaticos de lipideos,
insulina e adipocinas. Testes de tolerancia a glicose e sensibilidade insulinica
foram realizados e também a dosagem de glicogénio muscular. A captacdo de
2-deoxy-[*H]glicose pelos adipdcitos foi utilizada para determinar a taxa de
transporte de glicose. Quantificamos por Western blotting no tecido adiposo os
niveis de GLUT4, Akt total e fosforilada. A expresséo génica do TNF-a, TGF-3,
adiponectina, aP2 e angiotensinogénio foram medidos por real time PCR.
Observamos que o tratamento dos ratos diabéticos com a menor dose de
angiotensina-(1-7), antes do estabelecimento do quadro de diabetes, reduziu a
glicemia em aproximadamente 50%. Quando o quadro de hiperglicemia estava
completamente instalado a maior dose do peptideo foi novamente capaz de
diminuir os niveis circulantes de glicose para metade do valor. Em ambas as
situacOes os animais tratados com angiotensina-(1-7) apresentaram aumento da
sensibilidade insulinica, diminuicdo da ingestdo de agua e da perda de peso
corporal seguida por redugédo da diurese. No plasma, o tratamento reduziu os
niveis de insulina e colesterol LDL além de aumentar os niveis de colesterol HDL
e adiponectina. A histologia renal revelou uma marcante reducédo de infiltrado
intracelular e fibrose. Os mecanismos envolvidos parecem estar relacionados
com um aumento da ativacdo da via da Akt e atenuacdo da via da MAPK
associados com diminuicdo da expressdo de angiotensinogénio e TNF-a. A
expressdo do receptor de insulina ndo foi alterada pelo tratamento oral no
figado, musculo e tecido adiposo.

Os ratos TGR-L3292 apresentaram diminui¢cdo dos niveis de triglicerideos e
colesterol seguido do aumento dos niveis a circulantes de adiponectina, e
diminuicdo da massa de tecido adiposo abdominal. Além disso, o nivel elevado
de angiotensina-(1-7) aumentou a tolerancia a glicose e a sensibilidade
insulinica bem como aumentou a captacao de glicose estimulada pela insulina
nos adipocitos. Esses resultados foram acompanhados por um aumento nos
niveis de Akt no tecido adiposo. Os ratos TGR-L3292 apresentaram niveis

normais de glicogénio muscular, enquanto a expressédo de angiotensinogénio foi



significantemente diminuida no tecido adiposo com aumento da expressao do
gene aP2.

Em sintese, este estudo mostrou que a administracdo da formulacédo oral de
angiotensina-(1-7) reverteu o quadro de hiperglicemia e suas consequéncias no
modelo de diabetes do tipo 2 e que os ratos TGR-L3292, que possuem aumento
cronico de angiotensina-(1-7), apresentaram mehora do perfil lipidico e
glicémico. Esses dados possuem fortes implicacdes clinicas e indicam que
estratégias farmacologicas que levem ao aumento cronico dos niveis de Ang-(1-
7) podem previnir ou determinar atenuacdo das desordens metabdlicas

presentes no diabetes e sindrome metabdlica.



Abstract

Type 2 diabetes and obesity are still two of the largest health problems in the
world and its prevalence is increasing. It is known that angiotensin Il is involved
in different metabolic disorders including diabetes. On the other hand, the
metabolic role of angiotensin-(1-7), an important counterregulatory peptide in the
renin-angiotensin system, was just started to be investigated. In the present
study we evaluated the effect of oral administration of angiotensin-(1-7) in a
novel transgenic rat model with inducible diabetes mellitus type 2 and evaluate
the effect of increased angiotensin-(1-7) plasma levels in lipid and glucose
metabolism using transgenic rats which express an angiotensin-(1-7) releasing
fusion protein, TGR(A1-7)3292 (TGR-L3292).

Transgenic rats with inducible shRNA-based insulin receptor downregulation
were treated with doxycyclin to induce diabetes. They were divided in two
groups, one treated with angiotensin-(1-7) and the other treated only with vehicle.
For the treatment a special oral formulation of angiotensin-(1-7) included in B-
cyclodextrin was used. During the onset of diabetes (prevention study) a low
dose of angiotensin-(1-7) (30 ug/ Kg BW) was administered orally, which was
increased to 100 ug/ Kg BW when given to fully diabetic rats (therapeutic study)
and lasted for a total of 72 days. At both concentrations insulin sensitivity tests
were performed. Body weight, drink volume and glycemia were measured daily.
At the end of the experiment we analyzed diuresis, and the plasma levels of
lipids, leptin, adiponectin and insulin. Diabetic nephropathy was evaluated by
histological evaluation of the kidney. In addition we performed Western blotting
for Total/Phospho Akt; Total/Phosho Erk1/2-MAPK and insulin receptor in muscle
and adipose tissue. The expression of angiotensinogen and TNF-a were also
evaluated by Real Time PCR in muscle and adipose tissue. Plasma lipids, insulin
and adipokine concentrations were measured in TGR-L3292 and SD rats. A
glucose-tolerance and insulin sensitivity test was performed. Muscle glycogen
content was analyzed. Uptake of 2-deoxy-[>H]glucose by adipocytes was used to
determine the rate of glucose transport and adipose tissue GLUT4, total and

phosphorylated Akt were quantified by Western blotting. Gene expression of
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TNF-a, TGF-B, adiponectin, aP2 and angiotensinogen were measured by real
time PCR.

We observed that treatment with the lower dose of angiotensin-(1-7) before the
onset of diabetes reduced glycemia by approximately 50%. When hyperglycemia
was already manifested the high dose decreased blood glucose levels again to
half of the control values. In both situations the angiotensin-(1-7) treated animals
presented increased insulin sensitivity, reduced drinking volume and body weight
losses, followed by decreased diuresis. The treatment reduced insulin, LDL
cholesterol and enhanced HDL cholesterol, as well as, adiponectin levels in
plasma. Kidney histology revealed a marked decrease in cellular infiltration and
fibrosis. The mechanisms involved seems to be related to an increased activation
of the Akt and an attenuated MAPK pathway associated with a decreased
expression of angiotensinogen and TNF- a. Insulin receptor expression was not
altered by the treatment in liver, muscle, and adipose tissue.

The TGR-L3292 rats presented decreased triglycerides and cholesterol levels,
increased plasma adiponectin, and decreased abdominal fat mass. In addition,
the increased angiotensin-(1-7) levels induced enhanced glucose tolerance and
insulin sensitivity, as well as, a more pronounced insulin-stimulated glucose
uptake by adipocytes accompanied by increased Akt content in adipose tissue.
TGR-L3292 exhibited normal muscle glycogen while angiotensinogen expression
was markedly decreased in adipose tissue with increased aP2 expression

In summary, this study showed that an oral angiotensin-(1-7) formulation
reverses hyperglycemia and its consequences in a chronic type 2 diabetes
model. In addition, the chronic increase in angiotensin-(1-7) levels of TGR-L3292
leads to prominent changes in glucose and lipid metabolism without any sign of
tachyphylaxis. These data have strong implications for the treatment of human
metabolic disorders and make angiotensin-(1-7) as a potential drug to treat
diabetes and the metabolic syndrome.
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1- INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) representa um quadro de alteragbes
metabdlicas complexas, que envolvem a coexisténcia variavel de resisténcia a
insulina com intolerancia a glicose, aumento nos niveis plasméticos de colesterol
e triglicérides, hipertensdo e obesidade. Dentre estas alteracdes se destaca o
guadro de diabetes melito do tipo 2 e a obesidade, que sdo os achados mais
comuns. Acredita-se que o desequilibrio do sistema renina-angiotensina (SRA)
exerca um papel importante no desencadeamento dessa sindrome.

Estudos recentes mostram o SRA ndo apenas como um regulador da
pressao arterial e homeostasia cardiovascular, mas também como um complexo
sistema hormonal envolvido nas mais diversas fungbes no organismo. Dois
importantes efetores desse sistema sdo a angiotensina Il (Ang II) e o
heptapeptideo angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. A Ang-(1-7), apresenta uma série
de acbes antagbnicas as da Ang Il, tanto em estados fisiol6gicos quanto em
doengas, funcionando, assim, como um contra-regulador dentro do SRA.

Sao conhecidas vérias intera¢cbes da Ang Il com a insulina e com a funcéo
enddcrina do tecido adiposo. Porém ndo existiam estudos sobre o efeito do
aumento crénico da Ang-(1-7) no metabolismo lipidico e glicémico no estado

basal ou em modelos diabéticos.

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica, também conhecida como sindrome de resisténcia
a insulina, é caracterizada pela coexisténcia em graus variaveis de obesidade,

hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensao arterial (Grundy, Brewer et al. 2004).



Outros achados incluem estado pré-inflamatério, microalbumindria e
hipercoagulabilidade. O conjunto de fatores de risco que identificam a sindrome
metabdlica foi reconhecido, pela primeira vez, em 1983. Em 1988, Reaven
introduziu o termo sindrome X e identificou a resisténcia a insulina, definida
como a menor captacao da glicose pelos tecidos periféricos, como o substrato
fisiopatolégico comum da sindrome. Outros sinbnimos tém sido utilizados para
denominar essa constelacdo de fatores de risco (dislipidemia, resisténcia a
insulina, hipertensdo e obesidade), tais como sindrome plurimetabdlica,
sindrome da resisténcia a insulina, quarteto mortal, dentre outros (Miranda,
DeFronzo et al. 2005).

Em 1998, a Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu o termo
unificado sindrome metabdlica, pois os estudos nao identificaram a presenca de
resisténcia a insulina como Unico fator causal de todos os componentes da
sindrome. A patogénese da sindrome é multifatorial, sendo a obesidade, a vida
sedentaria, a dieta e a interacdo com fatores genéticos os responsaveis pelo
aparecimento da mesma. Mutacdes e polimorfismos nos genes associados com
a resisténcia a insulina, anormalidades nos adipdcitos, hipertensdo e alteracdes
lipidicas ocupam papel central na etiopatogenia da sindrome (Grundy, Brewer et

al. 2004; Miranda, DeFronzo et al. 2005).

2.1.1 Hipertensao Arterial
O quadro de hipertensdo ocorre quando os niveis da pressao arterial
encontram-se acima dos valores de referéncia para a populacdo em geral

(Khosla and Black 2006).



Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) os valores de pressao
arterial sistélica/diastdlica de 120/80mmHg sdo considerados como pressao
arterial 6tima e 130/85mmHg € considerada limitrofe. Valores pressoéricos
superiores a 140/90mmHg séo estratificados como hipertensdo. Esta situacao,
guando estabelecida, aumenta o risco de doencas cardiovasculares futuras,
como por exemplo, infarto agudo do miocéardio e acidente vascular cerebral,

(Khosla and Black 2006).

2.1.2 Obesidade

Obesidade, nediez ou pimelose (tecnicamente, do grego pimelé = gordura
e ose = processo morbido) é uma doenca na qual a reserva natural de gordura
aumenta até o ponto em que passa a associar-se com problemas de saude ou
ao aumento da taxa de mortalidade (Deurenberg and Yap 1999; Goebel and
Schulz 2006). Apesar de se tratar de uma condicdo clinica individual, esta é
vista, cada vez mais, como um sério e crescente problema de sadude publica. O
excesso de peso predispde o organismo a uma série de doencas ou disturbios

COmMo 0s que se seguem na tabela abaixo:

Tabela 1: Correlacdo entre doencas relacionadas a obesidade e disturbios
metabdlicos

Doengas Disturbios
Hipertenséo arterial Distarbios lipidicos
Doencas cardiovasculares Hipercolesterolemia
Doencas cérebro-vasculares Diminuicdo de HDL (‘stetel bom")
Diabetes Melito tipo I Aumento da insulina
Cancer Intolerancia a glicose
Osteoartrite Disturbios menstruais/Infertilidade

Coledocaolitiase Apnéia do sono



Assim, pacientes obesos apresentam uma diminui¢do significativa da sua
expectativa de vida, principalmente quando sao portadores de obesidade

morbida.

2.1.3 Resisténcia a Insulina/Diabetes Melito Tipo 2

O diabetes ndo é uma doenca Unica e sim um grupo heterogéneo de
sindromes caracterizadas por uma elevacédo dos niveis glicémicos devido a uma
deficiéncia relativa ou absoluta de insulina que compromete também o
metabolismo lipidico e protéico (Targher, Bertolini et al. 2006). Ainda hoje, o
diabetes melito € a principal causa de cegueira e amputagdo no adulto e uma
importante causa de falha renal, problemas cardiacos e acidentes vasculares
(Kabakov, Norymberg et al. 2006). Os casos de diabetes melito podem ser
divididos, em sua maioria, em dois grupos: tipo 1 (inicialmente denominado
insulina-dependente) e tipo 2 (inicialmente denominado insulina-independente).
A incidéncia do tipo 2 estd aumentando em funcdo do envelhecimento da
populacdo e de um aumento na prevaléncia da obesidade e do estilo de vida
sedentéario. Esse aumento se torna mais perturbador considerando-se o aumento
do diabetes tipo 2 em criangcas (Champe 2006). Associa-se o diabetes melito do
tipo 2 com um aumento inicial da concentracdo plasmatica de insulina, que
ocorre como resposta compensatdria das células beta do péncreas em
decorréncia a diminuicdo da utilizacdo e armazenamento dos carboidratos e a
consequente elevacdo da taxa de glicemia, tendo como consequéncia o
desenvolvimento de hiperglicemia (Guyton 2006). O ndo tratamento da doenca
com o aumento crénico da glicose plasmatica gera lesdo das células beta

pancreaticas levando a uma deficiéncia na produgéo de insulina.



Algumas vezes esse tipo de diabetes se desenvolve sem sintomas 6bvios
sendo frequentemente detectada por exames de triagem de rotina. Entretanto,
muitos individuos com diabetes tipo 2 apresentam sintomas de polilria e
polidipsia de véarias semanas de duragdo. Os pacientes com diabetes melito tipo
2, comummente, apresentam uma combinagcdo de resisténcia a insulina e
disfuncdo das células B, porém sem necessitar de insulina exégena para manter
a vida, embora essa possa ser administrada para controlar a hiperglicemia em
alguns pacientes. O diagnostico baseia-se, mais comummente, na presenca de
hiperglicemia, isto €&, glicose sanguinea acima de 126 mg/dl (Champe 2006).

O quadro de resisténcia a insulina, caracteristico do diabetes tipo 2, se
deve a capacidade diminuida dos tecidos alvos como o figado, tecido adiposo e
musculo, de responderem adequadamente as concentra¢gdes normais circulantes
de insulina gerando uma producdo descontrolada de glicose hepatica
acompanhada por uma captacdo diminuida da glicose sanguinea por esses

tecidos. A obesidade € a causa mais comum desse tipo de resisténcia (Champe

2006).

2.1.4 Dislipidemia

A dislipidemia, uma das principais alteragdes encontradas na sindrome
metabdlica, é caracterizada pelo aumento dos acidos graxos livres circulantes e
pela elevacdo dos triglicérides (consequiente a reesterificacdo inadequada) que
pode ser parcialmente determinada por falha dos adipdcitos em reter os acidos
graxos livres em seu interior, aumentando assim seu fluxo para a circulacdo

(Murakami and Yamada 1997; Havel 2004). Todas essas alteracbes aumentam a



liberacdo de acidos graxos livres para o figado, sendo todo o mecanismo
facilitado pelo quadro de resisténcia a insulina.

O aumento no suprimento de acidos graxos para o figado, proveniente
das reservas de gordura, leva a maior produgcdo hepatica de triglicérides, que
apos serem sintetizados, sao liberados e transportados pelas lipoproteinas (Lp)
de muito baixa densidade (VLDL). O excesso de triglicérides é trocado pelo éster
colesterol contido nas particulas de lipoproteina de alta densidade (HDL) e,
guando ha elevada producdo da VLDL, pode ocorrer seu acumulo, devido a
saturacao do processo lipolitico (Aspichueta, Perez-Agote et al. 2006).

Para se explicar mais detalhadamente esse processo, temos como ponto
de partida o transporte através de duas Lp ricas em triglicérides: os quilomicrons,
gue fazem o transporte de lipides da dieta, e as VLDL, que fazem o transporte
dos lipides de origem enddgena para os tecidos (Kane, Hardman et al. 1980). As
VLDL sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico (Gibbons 1990) e moduladas
por fatores hormonais, além de serem dependentes do balan¢co energético e
metabdlico. Sua meia-vida na circulagdo em humanos é de 1-3 horas (Kovanen,
Bilheimer et al. 1981) e tem como principal fung&o o transporte de triglicérides e
colesterol para os tecidos periféricos. Este sistema de transporte envolve duas
classes de lipides hidrofébicos, os triglicérides e o colesterol éster (CE), que sao
hidrolizados em acidos graxos e colesterol livre, respectivamente, antes de

serem utilizados pelas células (Brown, Kovanen et al. 1981).

As LDL séo derivadas da VLDL plasmatica na sua maior parte, mas uma
pequena por¢cdo pode ser proveniente da secrec¢do direta do figado ou do

intestino, com seus niveis circulantes determinados primariamente pela taxa de



remocao do plasma e nao pela sua taxa de producéo (Brown, Kovanen et al.
1981; Brown and Goldstein 1986). A LDL é constituida por cerca de 46% a 50%
de colesterol éster, 4% a 8% de triglicérides, 18% a 24% de fosfolipides, 6% a
8% de colesterol e 18% a 22% de proteinas. Sua meia-vida é de dois a trés dias
(Lee and Alaupovic 1970) e tem densidade entre 1,020 a 1,063 g/mL. Sua
funcdo fisiologica € transportar o colesterol necessario para a sintese de
membranas das células em divisdo e para a sintese de horménios esterdides no
cortex da supra-renal e gbnadas, constituindo cerca de 70% do colesterol
plasmatico total em individuos normais (Soutar, Myant et al. 1977).

O HDL forma uma classe de lipoproteinas de alta densidade que variam
em tamanho e capacidade, e carreiam o colesterol dos tecidos para o figado. Ele
possui a capacidade de remover o colesterol livre circulante (que poderia vir a
formar ateroma) e transporta-lo de volta ao figado para que ocorra o seu
metabolismo gerando parte dos sais biliares, sendo assim chamado
popularmente de "bom colesterol" (Dedonder-Decoopman, Fievet-Desreumaux et
al. 1980).

O desbalanco no equilibrio LDL/HDL associado ao aumento dos niveis
circulantes de triglicérides livres caracteriza o quadro de dislipidemia. Cada vez
mais as pesquisas apontam a importancia do aumento das concentracdes
circulantes de HDL para o controle desse quadro (Dedonder-Decoopman, Fievet-

Desreumaux et al. 1980).

2.2 Adipocinas
Como o6rgdo endécrino, o tecido adiposo apresenta varias

particularidades. Ele se encontra disperso pelo organismo, em depdsitos sem



ligacdo fisica entre si e possui atividade secretoria regulada por mecanismos
neurais e humorais, néo totalmente esclarecidos (Guerre-Millo 2004; Rodriguez,
Catalan et al. 2007). Nesses depdsitos individuais, encontram-se Vvarios tipos
celulares (macroéfagos, fibroblastos, pré-adipdcitos e adipécitos) com atividade
secretodria variavel. As adipocinas sdo também produzidas em menor quantidade
por outros tecidos, sendo dificil determinar a contribuicdo do tecido adiposo para
0s niveis de todas as adipocinas circulantes (Guerre-Millo 2004).

As adipocinas desempenham um papel importante na homeostasia
energeética, sensibilidade a insulina, resposta imunolégica e doenca vascular
podendo assim ser agrupadas de acordo com a principal fungcdo. Algumas das
principais adipocinas com fungdo metabdlica e enddcrina sdo as seguintes

(Guerre-Millo 2004):

2.2.1 Leptina

A leptina é o produto do gene da obesidade (ob) que é expresso,
predominantemente, nos adipécitos (Halaas, Gajiwala et al. 1995). Estudos em
roedores sugeriram que a leptina age como um fator de sinalizacado do tecido
adiposo para o sistema nervoso central, regulando a ingestdo alimentar e o
gasto energético e, assim, fazendo a homeostase do peso corporal e mantendo
constante a quantidade de gordura (Caro, Sinha et al. 1996). A descoberta da
leptina tem ajudado a esclarecer o papel dos adip6citos como sistema enddcrino
e de que modo ocorre a sinalizagdo para a ingestdo ou ndo de alimentos, bem
como a regulacdo do metabolismo energético. Assim, a coordenacdo do balanco
energético e do peso corporal envolve uma regulacdo entre a ingestdo de

alimentos e gasto de energia em resposta a sinais agudos (insulina e



catecolaminas como a adrenalina) e cronicos (gravidez, desnutricao,
inflamacgdes, caquexia e leptina). Os niveis de leptina circulantes parecem estar
diretamente relacionados com a quantidade de RNAm para leptina no tecido
adiposo. Além disso, vérios fatores metabdlicos e enddcrinos contribuem para
regular a transcricdo dos genes da leptina em adipocitos. Por exemplo, ocorre
diminuicdo de leptina em resposta a baixos niveis de insulina, havendo uma
relacdo diretamente proporcional entre as concentracdes desses hormonios
(Considine and Caro 1996).

A propriedade inibidora do apetite da leptina deve-se ao mecanismo de
sinalizacdo deste horménio no hipotalamo, estimulando a sintese de
neuropeptideos anorexigénicos como POMC (Proopiomelanocortina), a-MSH
(Hormbnio Estimulante de a-Melandcitos), CRH (Hormdnio Liberador de
Corticotropina) e CART (Transcrito Regulado por Cocaina e Anfetamina) que
diminuem a ingestdo de alimentos pela sensacdo de saciedade. Os
neuropeptideos anorexigénicos, por sua vez, inibem a sintese de neuropeptideo
Y (NPY), que estimula a ingestdo de alimentos, inibe a termogénese e €
diminuido por altos niveis séricos de insulina, promovendo aumento da
lipogénese, sintese protéica e armazenamento de glicose (Tritos and Mantzoros
1997).

A leptina, ao estimular a liberacdo de norepinefrina, induz os adipdécitos a
ativar a via de sinalizagdo do AMPciclico e proteina quinase A (PKA),
estimulando a transcricdo do gene para proteinas desacopladoras da
fosforilacdo oxidativa (Considine and Caro 1996).

Demonstrou-se em roedores que a hiperleptinemia reduz a sintese de

triglicerideos e aumenta a oxidagdo dos acidos graxos em ilhotas pancreaticas
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normais (Shimabukuro, Koyama et al. 1997) levando a uma disfungcéo das
células beta, deprivando-as do sinal lipidico necessario para a resposta
insulinica a outros substratos (Koyama, Chen et al. 1997). Este achado e a
observacéo de que a insulina estimula a secrecao de leptina sugeriu a possivel

existéncia de uma regulacéo retrégrada negativa entre a insulina e a leptina.

HIPOTALAMO
(NVM) (NA)

LEPTINA ()
CIRCLUILANTE

OTROS
== RGANOS "DHAMAT
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INOESTA i
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|

GEM “ob”
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CIRCULANTE l
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DE IMPOETANCLA
POTENCLAL HORMOMAL

Figura 1 - Esquema representativo do mecanismo hipotético de regulacédo da leptina.
(Sanchez 1997).

Considine e Caro em 1996 desenvolveram trabalhos investigando a hipotese
de que a obesidade possa resultar de uma diminuicdo da sensibilidade do
organismo aos efeitos da leptina. Estudos genéticos mostraram que sujeitos
obesos ndo apresentam modificagBes genéticas frente a sujeitos magros e que
esses nao tém déficit de leptina, e que, ao contrario, seus niveis plasmaticos sao
elevados em propor¢cao direta ao tecido adiposo e ao balangco energético. Isso
sugere que os adipdécitos funcionam normalmente, e a obesidade se associaria a

um mecanismo de resisténcia endégena a leptina.
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2.2.2 Resistina

Embora se reconhecesse ha algum tempo que o diabetes tipo 2 esta
associado ao excesso de tecido adiposo e a resisténcia a insulina, tanto em
humanos como em modelos experimentais da doenca, a causa Ultima desta
relacdo permanecia mal definida. Considerava-se que os acidos graxos livres
provenientes dos adipdécitos, por inibirem a captacdo de glicose pelo masculo
esquelético, eram a causa mais importante de resisténcia a insulina. Mais tarde,
proteinas e peptideos também secretados pelo tecido adiposo passaram a ser
apontados como agentes decisivos da insensibilidade a insulina em varios
tecidos (Spiegelman and Flier 1996). Porém, para os pesquisadores dessa area,
era claro que outro elo ou elos adicionais poderiam existir para justificar, ao nivel
celular, a relagéo tdo estreita entre resisténcia a insulina e obesidade.

Em 2000, um grupo de pesquisadores liderados por Claire Steppan
(Steppan, Bailey et al. 2001) da Universidade da Pensilvania identificou no tecido
adiposo um mediador que denominaram resistina (de resisténcia a insulina).
Essa proteina, ao que tudo indica, se torna uma possibilidade mais consistente
de explicacdo dos eventos que levam a resisténcia a insulina. Trabalhando com
uma das tiazolidinedionas, a rosiglitazona, em varias linhas celulares de
adipdcitos, caracterizaram um novo mRNA expresso pelo tecido adiposo e que
era suprimido por este farmaco. Assim demonstraram que a proteina codificada
por este MRNA se expressava em grandes quantidades em varios roedores
obesos, e que as tiazolidinedionas reduziam sua secrec¢ao tanto in vitro como na
corrente sangiinea de camundongos (Steppan, Bailey et al. 2001). Levantaram
a hipétese que as tiazolidinedionas, pela sua acao sobre receptores nucleares

gama ativados por proliferadores de peroxissomas, os PPAR-y, modulariam a
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expressdo de um gene especifico do adipdcito, a resistina, que estaria envolvido
nas vias de sinalizacdo moduladas pela insulina. Os PPAR-y pertencem a uma
familia de fatores de transcricdo induzidos durante a diferenciacdo dos
adipécitos e que atuam na sensibilidade dessas células a insulina (Braissant,
Foufelle et al. 1996). Contudo, numerosas duvidas ainda existem sobre a
resistina. Nao se sabe, por exemplo, qual seria a acdo da resistina em outros
alvos fisiologicos da insulina além dos adipécitos, como o figado, musculo e
cérebro; nem quais seriam as caracteristicas de seu receptor e o papel da
resistina na fisiologia normal. Entende-se menos ainda 0os mecanismos exatos
de sinalizacdo resistino-mediada (Yoshimoto, Naruse et al. 1999). Além disso,
nao foram observadas as mesmas respostas encontradas em roedores quando

se analizou a espécie humana.

2.2.3 Adiponectina

A adiponectina (ApN) € uma adipocina secretada especificamente pelos
adipdcitos e circula em concentracdes relativamente altas na corrente
sanguinea. Ela desenvolve um papel fundamental na homeostase energética e
na inflamacao (Lyon, Law et al. 2003). Essa proteina de 30-KDa é composta por
uma por¢do N-terminal dominio colageno e uma porcdo C-terminal dominio
globular. O fragmento gerado (gApN) pela protedlise da ApN possui varias acoes
bioldgicas (Fruebis, Tsao et al. 2001). Dois tipos de receptores de adiponectina
ja foram caracterizados e medeiam suas ac¢des, principalmente, via estimulacao
de AMPK, PPAR- a, e p38 MAPK. O AdipoR1 possui alta afinidade por gApN e é
abundantemente expresso em musculos esqueléticos. J4 o AdipoR2, que possui

afinidade moderada por ambas as formas de ApN, é predominante expresso no
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figado (Yamauchi, Kamon et al. 2003). Ambos receptores estdo presentes nos
adipécitos, sugerindo que a ApN possa agir nessas células, possuindo assim

acOes tanto autdcrinas quanto paracrinas.

Ao contrario das demais adipocinas, a ApN circulante esta diminuida em
individuos obesos e em desordens relacionadas, como diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares, e outros componentes do quadro de sindrome metabdlica
(Guerre-Millo 2004). Foi demonstrado que o tratamento com ApN em
camundongos deficientes em apolipoproteina-E exerce efeito protetor contra a
formacdo de placas ateroscleroticas (Okamoto, Kihara et al. 2002). O
mecanismo implicado nesses efeitos benéficos se explica, em parte, pelo fato da
ApN alterar o metabolismo lipidico gerando aumento da oxidagcdo de &cidos
graxos em varios tecidos, incluindo figado e musculo, acelerando o “clearance”
plasmatico dos mesmos (Yamauchi, Kamon et al. 2002). Além disso, foi

demonstrado que a ApN aumenta a termogénese em Varios 0rgaos.

Clinicamente foi documentada uma forte associacdo inversa entre niveis
séricos de adiponectina e o risco de doenca arterial coronariana. A associacao
mostrou uma clara relacdo dose-resposta que persistiu mesmo ap0s ajuste para
fatores de risco convencionais, incluindo diabetes e indice de massa corpérea
(IMC). A mais forte correlagcdo ocorreu entre as concentracdes plasmaticas de
colesterol HDL, e apolipoproteina Al, sabidamente essencial na formacédo da
particula de HDL (Altinova, Toruner et al. 2007). A funcdo anti-aterogénica mais
importante desta particula € a participacdo no transporte reverso do colesterol,

da circulacdo para o figado onde é disponibilizado sob a forma de sais biliares.
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Também observou-se uma correlacdo inversa do ApN com o TNF-a, (pro-
inflamatorio), cuja expresséao é proporcional ao grau de resisténcia a insulina que
pode ser um fator inibidor da atividade promotora do gene da adiponectina e
pode explicar, em parte, a associacdo inversa observada entre o acumulo de
gordura visceral, a secrecdo elevada de TNF-a e os niveis diminuidos de

adiponectina (Rothenbacher, Brenner et al. 2005)).

2.3 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina se constitui uma coordenada cascata
hormonal circulante iniciada pela liberacdo da enzima renina, sintetizada pelas
células justaglomerulares das arteriolas aferentes renais. A renina é liberada por
exocitose agindo enzimaticamente sobre o angiotensinogénio (AGT), produzido
pelo figado, hidrolisando-o em um decapeptideo, a angiotensina | (Ang |). Este
peptideo é catabolizado pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em um
octapeptideo com relevantes acdes bioldgicas, a Ang Il, que age através de seus
receptores especificos AT; e AT,. A Ang Il também pode ser formada por outras
vias independentes da renina, pela acdo de catepsinas e quimases. Outro
importante componente desse sistema € o heptapeptideo Ang-(1-7) que, agindo
via receptor Mas, promove geralmente a¢des antagdnicas as geradas pela Ang
Il. Ele pode ser produzido a partir da Ang Il ou da Ang | através da acdo da ECA
2, PEP e NEP (Santos and Ferreira 2007).

Nas duas ultimas décadas tem-se mostrado a existéncia de SRAs

teciduais com expressdo de todos os componentes independentemente do
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sistema circulante, dentre esses tecidos um exemplo claro é o tecido adiposo

(Ribeiro-Oliveira, Nogueira et al. 2008).

Angiotensinogénio

renina
Ang | (1-10)
ECA / \ECAZ
Ang |l (1-8) Ang 1-9

/ ECA 2 ACE
s
a8

receptor AT2  receptor AT1 | Angiotensina-(1-7)

'

receptor Mas

Figura 2 - Visao atual dos principais componentes do sistema renina-angiotensina

2.3.1 Angiotensina Il (Ang II)

A Ang Il é um dos mais potentes vasoconstritores conhecidos e é
considerada o principal componente biologicamente ativo do SRA.

Acreditava-se que a Ang Il era metabolizada em fragmentos de peptideos
biologicamente inativos por peptidases da circulagéo e dos tecidos. No entanto,

varios estudos mostraram que pelo menos trés desses produtos metabdlicos
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apresentam atividade biolégica. A Ang Il pode ser degradada & des-aspartil*-Ang
Il (Ang IIl) que é equipotente & Ang Il em sua interagdo com o receptor AT;, mas
tem baixa eficacia in vivo devido ao seu metabolismo acelerado na circulagdo. O
segundo produto metabdlico da Ang Il é o hexapeptideo Ang IV que pode gerar
vasodilatacao e natriurese (Hainault, Nebout et al. 2002).

A Ang Il exerce seus efeitos via dois receptores distintos, AT, e AT,
(Batenburg, Garrelds et al. 2004), sendo que os mais conhecidos efeitos
fisiologicos e patoldgicos da Ang Il sdo mediados via receptores AT, pela
associacdo de multiplas interacbes com cascatas de transducdo de sinal que
comandam diversas acdes bioldgicas (Cheng, Vapaatalo et al. 2005).

Dentre as principais agdes via AT, a Ang Il induz vasoconstricdo vascular
(preferencialmente renal, cerebral e coronariana); a retengéo renal de sédio ( via
liberacdo de aldosterona); retencdo renal de &gua (via liberacdo de
vasopressina); supressado da renina (por “feedback” negativo); hipertrofia de
musculo liso e cardiomidcitos; estimulagdo de fibrose no miocardio e vascular;
efeito inotrépico positivo (contracdo de cardiomidcitos); ativacdo do sistema
nervoso simpatico (SNS); estimulacdo da secrecao endotelial e estimulacdo da
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO ou ROS) (Cheng, Vapaatalo et
al. 2005).

O receptor AT,, na maioria das vezes, exerce efeitos opostos as acdes
mediadas pelo receptor AT;. Sua expressao é muito alta no periodo fetal e decai
com o envelhecimento. Os principais efeitos de sua ativacdo sao o
antiproliferativo, a inibicdo do crescimento celular; diferenciacdo celular;
reparacao tecidual; apoptose; vasodilatacdo; desenvolvimento dos rins e trato

urinério e protecdo contra isquemia cardiaca (Batenburg, Garrelds et al. 2004).
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Sabe-se que doencas como hipertenséo, hiperlipidemia, diabetes e
aterosclerose estdo correlacionadas com a disfungdo vascular e mudangas
estruturais, incluindo disfuncdo endotelial, alteracdo da contratilidade e
remodelamento vascular; alteragbes que podem ser geradas por aumento da
atividade da Ang Il nos vasos (Giacchetti, Sechi et al. 2005). Os eventos
celulares relacionados com esse processo envolvem mudangas no musculo
vascular liso com relacdo ao crescimento, apoptose, migracdo celular,
inflamacdo e fibrose. Dentre os varios fatores que influenciam as mudancas
celulares, a Ang Il aparece como um dos mais importantes (Cheng, Vapaatalo et
al. 2005). Evidéncias crescentes indicam que a Ang Il induz efeitos pleitropicos
vasculares através da formacao de NADPH, gerando ERO, que sdo importantes
segundos mensageiros intracelulares e intercelulares, modulando varios sinais
moleculares, como as proteinas tirosina fosfatases, proteinas tirosina quinases,
fatores de transcricdo, ativacado de canais i0nicos, dentre outros. Sob condi¢gbes
patologicas as ERO contribuem para a disfuncdo vascular e remodelamento

através de danos oxidativos (Singh and Mehta 2003).

2.3.2 Angiotensina-(1-7)

A Ang-(1-7) é um importante metabdlito da Ang Il, uma vez que estudos
recentes ja apontam seu possivel papel terapéutico (Santos, Ferreira et al.
2005). Sabe-se que a Ang-(1-7) libera 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas
(PGIy) causando vasodilatacao, inibindo a proliferacdo celular muscular e a
trombogénese, (Kucharewicz, Pawlak et al. 2002; Rajendran, Chirkov et al.
2005), atenuando o efeito vasoconstritor da Ang Il (Lemos, Cortes et al.

2002);(Clark, Diz et al. 2001) e inibindo a ECA (Deddish, Marcic et al. 1998).
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Desequilibrios na interacdo harménica entre Ang Il e Ang-(1-7) parecem
contribuir para o inicio e desenvolvimento de doencas como a hipertenséo.

A formacgdo de Ang-(1-7) é controlada por pelo menos trés enzimas que
estdo presentes na circulacdo sangliinea e em alguns tecidos (Welches, Santos
et al. 1991; Yamamoto, Chappell et al. 1992), podendo assim ser sintetizada a
partir da Ang | pela acdo das endopeptidases teciduais denominadas prolil-
endopeptidase (PEP) e endopeptidase neutra (NEP) (Ferrario, Chappell et al.
1997) ou sendo formada a partir da Ang Il pela agao da prolil-endopeptidase e da
prolil-carboxipeptidase (PCP). Recentemente, foi descrita uma nova via de
formacgao da Ang-(1-7) por acdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA
2) (Donoghue, Hsieh et al. 2000; Crackower, Sarao et al. 2002). A ECA 2 é
responsavel pela conversdo da Ang | em angiotensina-(1-9), que pode ser
posteriormente convertida em Ang-(1-7) por acdo da ECA ou de outras
peptidases (Donoghue, Hsieh et al. 2000). Além disso, a ECA 2 promove a
converséo direta da Ang Il em Ang-(1-7) com afinidade superior a que hidrolisa a
Ang .

A Ang-(1-7) pode ser hidrolizada pela ECA formando a angiotensina-(1-5)
e a angiotensina-(1-3). Esta parece ser uma importante via de inativagdo da Ang-
(1-7) circulante e, possivelmente, também da forma tecidual desse peptideo
(Yamada, lyer et al. 1998).

As concentra¢gBes plasmaticas da Ang-(1-7) sdo normalmente menores
gue as da Ang Il, tendo, em ratos, um valor aproximado de 10 a 40 fmoL/mL
(Santos, Simoes e Silva et al. 1996). O tempo de meia vida plasmatica da Ang-
(2-7) também é menor que o da Ang Il, sendo de aproximadamente 10

segundos, um quinto da observada para a Ang Il (Yamada, lyer et al. 1998).
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Atualmente, sabe-se que a Ang-(1-7) apresenta acles tanto centrais
guanto periféricas e que estas podem ser similares, opostas ou diferentes das
induzidas pela Ang Il (Ferrario, Barnes et al. 1990; Santos, Campagnole-Santos
et al. 2000). Varios trabalhos mostram que a Ang-(1-7) participa do controle do
balanco hidroeletrolitico (Santos, Simoes e Silva et al. 1996), promove inibi¢cao
da proliferacdo de células musculares lisas vasculares (Freeman, Chisolm et al.
1996), inibe o crescimento de midcitos cardiacos (Tallant, Ferrario et al. 2005),
apresenta efeito antitromboético (Kucharewicz, Chabielska et al. 2000) e
antiarritmico (Ferreira, Santos et al. 2001) dentre outros. A producado renal de
Ang-(1-7) possui um importante papel na regulacdo da pressao arterial. Em
ratos, a Ang-(1-7) apresenta acdo natriurética, tanto em rins isolados, como em
animais anestesiados (Handa, Handa et al. 2001), sugerindo que esse peptideo
exerce um efeito vasodilatador na microcirculacdo renal, com efeito anti-
hipertensivo.

Quando microinjetada centralmente, a Ang-(1-7) pode apresentar efeitos
antagobnicos dependendo da area e da quantidade do peptideo que esta sendo
infundido. Por exemplo, a microinfusdo de Ang-(1-7) na regidao do bulbo
ventrolateral rostral (RVLM) produz aumento da pressao arterial e taquicardia.
Porém, quando microinjetada na regido do bulbo ventrolateral caudal (CVLM), a
Ang-(1-7) provoca queda da presséo arterial e da frequéncia cardiaca (Silva,
Fontes et al. 1993).

Além dos efeitos ja discutidos, a Ang-(1-7) também desempenha um
importante papel no controle da pressao arterial agindo como um hormonio
vasodilatador em inumeros leitos vasculares (Brosnihan, Li et al. 1998; Gorelik,

Carbini et al. 1998; Machado, Ferreira et al. 2002), embora, menos
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freqientemente, também produza vasoconstricdo (Osei, Ahima et al. 1993). De
fato, vérias evidéncias reforcam a hipétese de que as principais acdes do SRA
na regulacdo da pressao arterial sejam dependentes de um balan¢o entre os
efeitos da Ang Il e os da Ang-(1-7) (Ferrario, Chappell et al. 1997), sugerindo um
importante papel para a Ang-(1-7) no controle dos niveis pressoricos.

Recentemente foi descrito que a infusdo de Ang-(1-7) promove um
potente efeito vasodilatador em ratos anestesiados atuando sobre diferentes
leitos vasculares (Sampaio, Nascimento et al. 2003). Na maioria dos vasos
estudados, o efeito vasorelaxante da Ang-(1-7) é completamente inibido pelo
blogueio da formagdo de NO. Da mesma forma, na auséncia de endotélio
funcional o efeito vasorelaxante da Ang-(1-7) também é abolido (Porsti, Bara et
al. 1994; Machado, Ferreira et al. 2002; Ren, Garvin et al. 2002). Esses
resultados sugerem que a Ang-(1-7) induz dilatacéo através da producdo de NO
endotelial. Acredita-se que o efeito vasodilatador desse heptapeptideo possa
ocorrer através da potencializacdo do efeito vasodilatador da bradicinina (Porsti,
Bara et al. 1994; le Tran and Forster 1997), além da estimulacdo do seu
receptor especifico (Fontes, Silva et al. 1994; Santos, Simoes e Silva et al.
2003), dependendo do leito vascular e da espécie animal estudada.

Vérios trabalhos demonstram uma possivel interacdo entre a bradicinia e
a Ang-(1-7) ao nivel vascular (Paula, Lima et al. 1995; Santos, Campagnole-
Santos et al. 2000). A administragdao de Ang-(1-7), antes da infusdo de
bradicinina, potencializa o efeito vasodilatador induzido por esse ultimo peptideo.
Esse efeito ja foi descrito in vivo em animais normotensos (Paula, Lima et al.
1995) e hipertensos (Fernandes, Fortes et al. 2001) e in vitro em artérias

coronarias de cades (le Tran and Forster 1997), dentre outros. Além disso,
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também ja foi demonstrado que, em alguns leitos vasculares, o efeito
vasodilatador induzido pela Ang-(1-7) pode ser inibido pelo HOE 140, um
antagonista especifico do receptor B, da bradicinina (Porsti, Bara et al. 1994;
Brosnihan, Li et al. 1996). Os mecanismos implicados nesses efeitos ainda n&o
foram completamente elucidados. Uma das vias sugeridas na literatura para
explicar a interacao entre esses dois peptideos é através da modulacdo local da
atividade da ECA pela Ang-(1-7) (Jaspard, Wei et al. 1993; Roks, van Geel et al.
1999; Tom, de Vries et al. 2001). Sugere-se que a Ang-(1-7), inibindo a atividade
da ECA, possa promover aumento nos niveis de bradicinina e esse pode ser um
dos mecanismos através dos quais a Ang-(1-7) e a bradicinina se
interrelacionam. Outros trabalhos sugerem ainda que a Ang-(1-7) poderia gerar
potencializagdo do efeito vasodilatador da bradicinina atravées da
ressensibilizagdo dos receptores B, (Tom, de Vries et al. 2001).

Atualmente, sabe-se que boa parte das a¢cbes da Ang-(1-7) ocorrem por
estimulo do seu receptor especifico, o Mas. A primeira evidéncia da existéncia
de um receptor especifico para a Ang-(1-7) foi obtida por Campagnole-Santos e
colaboradores em 1992 (Campagnole-Santos, Heringer et al. 1992), que
observaram a capacidade da Ang-(1-7) de induzir, contrariamente a Ang Il, um
aumento significante na sensibilidade do controle barorreflexo. Varios outros
estudos sugeriram a existéncia de um receptor seletivo para mediar as acdes da
Ang-(1-7) (Santos, Campagnole-Santos et al. 2000). Tallant e colaboradores em
1997 (Tallant, Lu et al. 1997) mostraram em cultura de células endoteliais de
aorta bovina sitios especificos de ligagdo para a Ang-(1-7).

No entanto foi apenas em 2003 que estudos realizados em nosso

laborat6rio demonstraram que o receptor orfao acoplado a proteina G, codificado
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pelo protooncogene Mas, € um ligante funcional para a Ang-(1-7) (Santos,
Simoes e Silva et al. 2003). Na auséncia desse receptor, varios efeitos da Ang-
(1-7) sé@o abolidos. Além disso, também foi mostrado que em cultura de células
CHO (ovario de hamster chinés), transfectadas com Mas, a Ang-(1-7) apresenta
alta afinidade de ligacdo. Essa ligacdo da Ang-(1-7) ao receptor Mas pode ser
deslocada pelo antagonista especifico, 0 A-779, mas nao pelos antagonistas dos
receptores AT; ou AT, da Ang Il, CV11974 e PD123319, sugerindo que o A-779
€ um antagonista especifico para o receptor Mas (Santos, Simoes e Silva et al.

2003).

2.3.3 Camundongo Knockout Mas

O protooncogene Mas foi primeiramente detectado em células tumorais
sendo responsavel pela codificacdo de proteinas indispensaveis para o
crescimento tumoral (Young, Waitches et al. 1986).

Atualmente, sabe-se que o Mas codifica um receptor com estrutura similar
a dos membros da familia dos receptores que apresentam sete dominios
transmembrana. De fato, o Mas codifica um receptor acoplado a proteina G que,
até entdo, era considerado um receptor 6rfao; suspeitava-se apenas que ele
estaria envolvido com as acdes das angiotensinas (Von Bohlen und Halbach,

Walther et al. 2000).

A Ang Il foi considerada como um possivel ligante para o receptor Mas,
porém, Ambroz e colaboradores (Ambroz, Clark et al. 1991) mostraram que 0
aumento de caélcio intracelular induzido pela Ang Il em células transfectadas com

Mas era dependente da expresséo do receptor AT; da Ang Il, descartando dessa
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forma essa possibilidade. Outros experimentos demonstraram que 0 receptor
Mas modula a sinalizacéo intracelular induzida pela estimulacéo dos receptores
AT, (Von Bohlen und Halbach, Walther et al. 2000), mantendo, assim, a hipétese

de que o0 Mas e as angiotensinas se interrelacionam.

Recentemente, foram desenvolvidos camundongos com delecéo para o
protooncogene Mas (KO-Mas), a partir do camundongo C57BIl/6 e do
camundongo da linhagem FVB/N (Walther, Balschun et al. 1998), o que permitiu
estudar a importancia fisiolégica da proteina codificada por esse gene. Nos
camundongos knockout a expressdao do mRNA para o Mas ndo esta presente
nos principais 6rgdos onde esse gene é encontrado em camundongos adultos
como: coracao, rins, testiculos e cérebro (Alenina, Bader et al. 2002).

Apesar desse gene ser altamente expresso nos testiculos, principalmente
em animais adultos, a delecdo do protooncogene Mas nédo produziu alteracbes
de fertilidade ou de reproducédo nos camundongos (Walther, Balschun et al.
1998; Walther, Voigt et al. 2000). Possiveis alteragcdes comportamentais podem
ocorrer devido a alteracdes nos hormdnios gonodais, uma vez que o Mas é
expresso em grande quantidade nos testiculos (Walther, Wessel et al. 2000).

Devido a sua possivel relacdo com o SRA Walther e colaboradores (1998)
(Walther, Balschun et al. 1998) avaliaram a existéncia de alteracGes nos
parametros cardiovasculares. A principio ndo foram encontradas diferencas
significativas na pressao arterial ou na frequéncia cardiaca dos animais KO-Mas
com background C57BI/6 (Walther, Balschun et al. 1998). Porém, novas anélises
verificaram uma diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e um

aumento do tdnus simpatico nos camundongos knockout em relacdo aos
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controles, sendo essa diferenca maior entre as fémeas (Walther, Wessel et al.
2000). Nos animais KO-Mas com background FVB/N foi observado, por Moura e
colaboradores, que ocorre aumento significativo da presséo arterial e disfuncao
endotelial associada a microalbuminuria (dados néo publicados).

Em camundongos C57BI/6 Knockout para o Mas a ligacao e a sinalizacéo
intracelular da Ang Il nos rins ndo estao alteradas em relagdo aos camundongos
controle (Walther, Balschun et al. 1998), indicando que o Mas nao interfere na
ligacdo da Ang Il nos seus receptores especificos. Ao contrario do resultado
obtido com a Ang I, a ligacdo da Ang-(1-7) em fragmentos de rins é abolida nos
camundongos knockout demonstrando que o Mas € importante para a ligacao
desse heptapeptideo (Santos, Simoes e Silva et al. 2003).

Experimentos realizados utilizando camundongos deficientes para o receptor
Mas mostram que na auséncia desse receptor varios efeitos da Ang-(1-7) séo
abolidos, como, por exemplo, o efeito antidiurético desse peptideo em
camundongos com sobrecarga hidrica (Santos, Simoes e Silva et al. 2003).

Apesar de bem definida a existéncia desse receptor para a Ang-(1-7), nem
todos os efeitos fisioldgicos desse heptapeptideo podem ser explicados por sua
interacdo com o0 Mas. Alguns efeitos da Ang-(1-7) ndo sao completamente
inibidos na presenca do A-779 (Bayorh, Eatman et al. 2002), nem mesmo na
presenca dos antagonistas dos receptores da Ang Il, o que sugere fortemente a
existéncia de outros mecanismos de agcdo ou outros receptores para esse
peptideo.

Embora os mediadores implicados no efeito relaxante da Ang-(1-7) estejam
parcialmente descritos os receptores implicados nesse efeito ainda ndo foram

completamente elucidados. Além disso, o papel desse receptor no metabolismo
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nunca foi estudado; deixando perspectivas sobre o papel da Ang-(1-7) e do

receptor Mas no controle metabdlico do organismo.

2.3.4 Interacao do sistema renina-angiotensina com 0 metabolismo

Cassis e colaboradores (Cassis 1993) sugeriram que a Ang Il teria um
papel potencial significativo na termogénese induzida pelo frio. Além disso, ratos
obesos fa/fa apresentam atividade reduzida da renina plasmatica e menor
densidade dos receptores AT; no tecido adiposo, que se associam a modesta
resposta do peptideo quanto a liberacdo de norepinefrina, quando comparados

aos animais controle (Cassis, Fettinger et al. 1996).

Véarios componentes do SRA foram descritos no tecido adiposo (Massiera,
Seydoux et al. 2001). Estudos realizados nos ultimos anos mostraram que o
SRA modula de forma importante o metabolismo e a funcdo enddcrina nesse
tecido. No quadro de sindrome metabdlica ja foram descritos aumento da
atividade da renina plasmatica, maior nivel plasmético de angiotensinogénio,
maior atividade da ECA, e maior nivel plasmatico de aldosterona (Engeli, Negrel
et al. 2000). Os niveis de mMRNA de AGT séo 60% maiores no tecido adiposo do
gue no figado, que é considerado principal fonte de AGT (Harp and DiGirolamo
1995). Além disso, a expressao de AGT é mais elevada em adipdcitos viscerais
do que em adipécitos subcutaneos tanto em ratos como em humanos (Safonova,
Aubert et al. 1997). Os adipécitos de ratos e de humanos apresentam os dois
subtipos de receptores angiotensinérgicos, AT, e AT,, embora ainda ndo estejam
claras as funcbes especificas desencadeadas por esses receptores nessas

células. In vivo, a expressdo do gene para 0 receptor AT; no tecido adiposo
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parece ser dependente da idade, uma vez que foi observada uma menor
densidade de receptores AT nos ratos SD idosos e obesos quando comparados
com ratos jovens e magros. Os sitios de afinidade entre o receptor AT, e a
angiotensina Il tém cinética semelhante aos de outros 6rgdos alvo do peptideo
sendo a densidade desse receptor no tecido adiposo semelhante a do coracéo
(Cassis, Laughter et al. 1998). Estudos utilizando cultura de células adiposas
mostraram que o AGT e a Ang Il participam da regulacdo e diferenciagdo do
fenétipo do adipocito. E provavel que o aumento no contetdo de triglicerideos e
da atividade de duas enzimas, a sintetase de acidos graxos e a glicerol-3-fosfato
desidrogenase, sejam mediadas pela Ang Il, mostrando que esse peptideo
controla a adiposidade pela regulagdo da sintese e armazenamento de lipidios
(Safonova, Aubert et al. 1997).

E interessante observar que em cultura de células adiposas, a Ang Il é um
fator adipogénico, enquanto no animal vivo, atua como importante redutor do
peso e da massa adiposa. Sabe-se que existe uma correlagéo significativa entre
a pressao arterial, o indice de massa corporal, e 0os niveis do AGT plasmatico em
individuos normotensos e magros (Engeli, Negrel et al. 2000). Aproximadamente
20% da variacdo do AGT plasmético € determinada pelos niveis plasmaticos da
leptina, que serve como um indicador da massa de tecido adiposo, (Prasad and
Quyyumi 2004) sugerindo que esse tecido contribua para os niveis de AGT
plasmatico.

Estudos experimentais sugerem que o SRA do tecido adiposo, regulado
por fatores hormonais e nutricionais, € influenciado pelo grau de obesidade, pelo
fato de que a Ang Il pode modular o fluxo sanguineo, por fatores de crescimento

e pelo metabolismo local. Assim, a ativagdo do SRA pode determinar efeitos
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deletérios locais e sistémicos em obesos e pode contribuir assim para o
surgimento da HAS e outras doecgas. A resisténcia a insulina por sua vez, esta
associada com o aumento da liberacdo de &cidos graxos livres que sao
convertidos no figado em triglicerideos e secretados em particulas lipoprotéicas
de muita baixa densidade (VLDL).

A resisténcia a insulina induz uma reducgdo da biodisponibilidade do NO
em modelos experimentais e em individuos saudaveis (Singh and Mehta 2003).
Individuos insulino-resistentes apresentam resposta vasodilatadora endotélio-
dependente prejudicada e a disfuncéo endotelial pode ser também detectada em
individuos saudaveis com primeiro grau de parentesco com o0s individuos
diabéticos do tipo 2 (Shinozaki, Ayajiki et al. 2004). Portanto, a disfuncéo
endotelial € um elo comum entre a HAS, diabetes melito e a sindrome
metabdlica.

A Ang Il esta altamente correlacionada com a disfuncdo endotelial
presente nos individuos hipertensos, diabéticos, obesos e com a sindrome
metabdlica. Esse peptideo esta implicado com o crescimento celular e com o
processo inflamatorio. Desta forma, o estresse oxidativo provocado pela a Ang Il
pode resultar em aumento da producdo de endotelina (ET-1), das moléculas de
adesdo como a molécula de adesado da célula vascular (VCAM-1) e a molécula
de adeséao intercelular-1(ICAM-1), fator nuclear-k B (NF-kB), interleucina 6 (IL-6)
dentre outros mediadores inflamatérios (Cooper, Stokes et al. 2002).

Além da contribuicdo do SRA, principalmente via Ang Il, na génese da
sindrome metabdlica ja descrita acima, interacbes em diferentes niveis desse

sistema com a insulina sdo implicadas como fator fundamental para o
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desenvolvimento da DM tipo Il e sindrome metabdlica (Engeli, Schling et al.
2003).

Os estudos na literatura sugerem que a Ang Il, via receptor AT, pode
modular as ac¢fes da insulina. Assim, a ativacdo do SRA induz o aparecimento
de resisténcia as a¢Bes metabdlicas da insulina, provocando hiperglicemia e
elevacao dos niveis de colesterol (VLDL), triglicérides, e potencializando o efeito
proliferativo da insulina. Além disso, a hiperglicemia e a hiperinsulinemia ativam
0 SRA através do aumento da expressao de AGT, Ang |l e receptores AT, que
podem assim induzir aparecimento do quadro de hipertensao arterial, disfungéo
cardiovascular e renal (Engeli, Schling et al. 2003). Dessa forma, substancias
produzidas pelo tecido adiposo podem interagir com o SRA reforcando suas
acoes, participando entdo das alteracdes cardiovasculares e renais associadas a

obesidade e a sindrome metabdlica (Blaj, Stanciu et al. 2003).
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Figura 3- Alteracdes patofisioldgicas associadas com a ativacdo do SRA do
tecido adiposo na obesidade. Todos os componentes do SRA estdo presentes
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no tecido adiposo. A expressao de AGT estd aumentada na obesidade, o0 que
leva ao super-aumento da concentracdo de Ang Il no tecido adiposo, que por
sua vez induz a inibicdo da diferenciacédo do pré-adipdcito e promove o acumulo
de triglicérides nos adipécitos maduros devido ao seu efeito antilipolitico. O
aumento de adipdcitos maduros repletos de triglicérides diminui a sensibilidade
insulinica do tecido adiposo. Supfe-se que o desvio do fluxo de moléculas de
triglicérides para o figado e para o musculo esquelético (hipétese da
lipotoxicidade), possa gerar resisténcia a insulina. A hiperinsulinemia favorece a
ativacao simpatica e a retencdo de sodio e agua (resisténcia insulinica seletiva).
Através da hiperinsulinemia ocorre aumento dos niveis plasmaticos de
angiotensinogénio devido a hipersecrecdo do adipécito que ocorre na obesidade:
isso pode ser o fator responsavel pelo aumento da producdo de Ang Il com
subsequente vasoconstricao, elevacao da retencdo de sodio e agua, levando a
um quadro de hipertensao. As linhas continuas denotam acdes estimulatorias e
as linhas pontilhadas denotam acao inibitéria. AGT, angiotensinogénio; Ang II,
angiotensina Il; RAS, sistema renina—angiotensina (Strazzullo and Galletti 2004).

2.3.5 Mecanismos moleculares que podem correlaciona ro SRA a SM

Vérios estudos tém demonstrado a convergéncia de vias metabdlicas
relacionadas ao mecanismo intracelular de agdo da insulina com o0 SRA,
especialmente com a Ang Il (Marrero, Fulton et al. 2004; Touyz 2005; Watanabe,
Barker et al. 2005).

Assim como outros fatores de crescimento, a insulina estimula a via
MAPK levando a proliferacdo e diferenciacdo celular (Marrero, Fulton et al.
2004). Por outro lado, as respostas da Ang Il nas células vasculares sao
mediadas por varios e complexos sistemas efetores presentes na membrana
plasmatica, tais como: fosfolipases (A, C e D), adenilciclase, PKC e canais
ibnicos. Essas vias proximais levam a ativagdo de cascatas semelhantes, que
juntas, promovem a ativacado nuclear de genes que promovem a proliferacao
celular (Watanabe, Barker et al. 2005). Tallant e Clark em 2003 demonstraram

justamente que os efeitos antiproliferativos da Ang-(1-7) no musculo liso vascular

estdo relacionados com a inibicdo da atividade da ERK1/2 (p44/42 MAPK), ou
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seja, a Ang-(1-7) poderia contraregular molecularmente os efeitos da Ang Il e
insulina na via proliferativa.

Recentemente foi demonstrado que, além da via classica dependente de
célcio, a formacgdo de oOxido nitrico pode ser modulada através da fosforilacdo
direta de amino&cidos especificos da sintase de NO endotelial. A fosforilacdo da
serina 1177 pela proteina quinase B/Akt aumenta a atividade enzimatica e a
producdo de NO (Fulton, Gratton et al. 1999). Alguns dados na literatura
sugerem que a Ang Il, agindo em receptor ATy, inibe a agdo vascular da insulina
interferindo na sua via metabdlica reduzindo a fosforilagdo da via PI3K/AKkt,
reduzindo assim a disponibilidade de NO. Essa alterag&o na via da PI3K também
altera a captacdo da glicose uma vez que essa via € responsavel pela
translocacdo do transportador Glut4 do citoplasma de células insulino-

dependentes para a membrana. Também ja foi demonstrado que o aumento dos

niveis de Ang Il esta associado a alteracdo no GLUTA4.

Sampaio e colaboradores (Sampaio, Souza dos Santos et al. 2007)
mostraram que o eixo Ang-(1-7)/Mas, ativa a via da Akt que, por sua vez, pode
inibir a via MAPK estimulada pela insulina. No entanto, ndo existe nenhum dado
sobre a possivel influéncia do eixo Ang-(1-7)/Mas, no metabolismo glicémico e

lipidico.

2.4 Ratos Trangénicos TGR-L3292 e TetO-L8429

O rato é um modelo animal preferivel em varias areas de pesquisa
incluindo biologia cardiovascular e neural. Entretanto, devido & ausencia de

tecnologias genéticas para essa espécie, o rato perdeu prestigio nas duas
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ultimas décadas como modelo experimental quando comparado ao camundongo
(Aitman, Critser et al. 2008) O advento da tecnologia de RNA interference (RNAI)
tem aberto novas rotas para a técnica de knockdown em mamiferos. Tem-se
utilizado a microinjecdo pronuclear, que € uma metodologia bem estabelecida
para a producdo de espécies com knockdown genético induzido pelo “short
hairpin RNA” (shRNA) (Popova, Bader et al. 2005). O rato transgéncio TetO-
L8429 foi produzido utilizando tal técnica para produzir um constructo composto
por um promotor inespecifico H1, bloqueado pela insercdo de um operador
(tetO) controlado por um repressor de tetraciclina (tetR) e expresséo simultanea
constante de um cdodon-otimizado tetR. Em seguida foi inserida a sequiéncia do
MRNA do receptor de insulina (IR), criando assim um modelo, induzivel e

reversivel, de diabetes melito resistente a insulina (Kotnik, Popova et al. 2009).

Quando liberada pelo tratamento com doxaciclina (DOX), a expressao
generalizada do shRNA induz knockdown efetivo do receptor de insulina em
todos os tecidos examinados produzindo resisténcia a insulina e diabetes melito.
Todos os efeitos sao reversiveis apds a parada do tratamento com DOX (Kotnik,

Popova et al. 2009).

Outro modelo produzido com o intuito de estudar os efeitos crénicos da
Ang-(1-7), foi o TGR-L3292. Esse rato possui expressdo @génica desse
heptapetideo de forma idependente da cascata de reacdes do SRA, devido a
insercao de um constructo especial produzido no MDC-Berlin (Santos, Ferreira et
al. 2004). A andlise dos niveis circulates de Ang-(1-7) mostrou que esse animal
apresenta um aumento plasmatico de aproximadamente 2.5 vezes desse

peptideo. O constructo responsavel por tal aumento foi produzido utilizando um
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promotor inespecifico citomegalovirus (CMV), um segmento de pré-renina, um
sitio de clivagem para furina e a sequéncia de codons que codifica a sequéncia
de peptieos da Ang-(1-7) (Santos, Ferreira et al. 2004). A analise da expressao
do constructo em diversos tecidos mostrou que este esta ativo apenas no
testiculo desses animais, fazendo com que este 6rgdo funcione como uma
bomba biolégica que secreta Ang-(1-7) diretamente na circulacdo (Santos,

Ferreira et al. 2004).

Em resumo, as técnicas de manipuagdo genética para ratos trangénicos
propiciou a producédo de dois modelos importantes para o estudo do diabetes
associado a resisténcia a insulina e das fun¢des do aumento crénico dos niveis

circulates de Ang-(1-7).

2.5 Primeira etapa- Avaliacdo Metabdlica do camundo ngo Knockout Mas

FVB/N

A primeira etapa desse trabalho visando a avaliacéo do papel da Ang-(1-
7) no metabolismo teve inicio no ano de 2006 durante o mestrado e consistiu na
avaliacdo do perfil glicémico e lipidico do animal knockout para o receptor Mas
da linhagem FVB/N (Santos 2007; Santos, Fernandes et al. 2008).

Para andlise deste modelo foram construidas curvas de glicemia pelo
tempo apos a aplicacao intraperitoneal de insulina (0.75U/Kg) ou glicose (2g/Kg).
Apds o sacrificio os tecidos foram pesados e reservados para analises
moleculares. O perfil lipidico e os niveis plasmaticos de leptina e adiponectina
foram avaliados utilizando kits de ELISA e a expressdo do mRNA dos genes de

TGF-B, angiotensinogénio e do TNF-a foram analisados pela técnica de Real-
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Time PCR e o Glut4, por sua vez, pela técnica de western blotting (Santos,
Fernandes et al. 2008).

Como resultado, observamos que apesar desse modelo apresentar peso
corporal igual ao do controle (24.7 + 0.35 vs 24.8t 0.24 g no WT), os
camundongos Mas-/- jovens possuem um aumento marcante no peso do tecido
adiposo epididimal (1.704 £ 0.1516 vs 1.150 £+ 0.1259 % do PC no WT) e
retroperitoneal (0.6747 + 0.08576 vs 0.3781 + 0.04575 % do PC no WT). Além
disso, esses animais apresentam resisténcia a insulina e maior intoleréncia a
glicose, bem como um aumento na glicemia de jejum (86.6 + 6.43 vs 56.40 £
4.98 mg/dl no WT). Também foram encontrados aumentos significativos nos
niveis plasmaticos de colesterol total (92.2 + 3.65 vs 74.6+ 5.67 mg/dl no WT) e
triglicérides (70.6 + 13.3 vs 41.4+ 4.07 mg/dl no WT). Parte dessas alteracdes
podem ser explicadas pelo aumento nos niveis séricos de leptina (1.3 + 0.25 vs
0.73 = 0.17 ng/ml no WT) e pela diminuicdo na expressdo protéica do
transportador Glut-4 no tecido adiposo epididimal dos Mas-/-. Observamos uma
expressdo aumentada do RNA mensageiro dos genes de TGF-f e
angiotensinogénio no tecido adiposo, enquanto a expressdao do TNF-a, o
consumo de comida e os niveis plasmaticos de adiponectina, ndo se alteraram.
Juntos, esses dados indicam um importante papel do receptor Mas na funcao
cardiovascular e metabdlica em camundongos FVB/N mostrando que o0s
camundongos knockout Mas sdo um modelo animal que mimetiza o quadro de
sindrome metabdlica (Santos, Fernandes et al. 2008).

Mediante os resultados obtidos as principais questdes propostas para
continuacado do estudo foram avaliar se o aumento croénico dos niveis circulantes

de Ang-(1-7) podem gerar algum efeito benéfico sobre o metabolismo glicémico



34

e lipidico ou até mesmo se seria capaz de reverter algum estado associado a

doencas onde ocorra desregulacdo metabdlica.
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3- OBJETIVO

Dentro do contexto apresentado, o objetivo geral do nosso trabalho foi
avaliar o perfil lipidico e glicémico dos ratos transgénicos TGR-L3292, que
apresentam um aumento cronico de 2,5 vezes nos niveis circulantes de
angiotensina-(1-7), bem como avaliar o efeito do tratamento oral com
angiotensina-(1-7) incluida em beta-ciclodextrina em ratos transgénicos TetO-29,

modelo de diabetes melito do tipo 2, induzivel por tetraciclina (TetO-sensiveis).
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Drogas utilizadas no tratamento
. Hidroxipropil-B-ciclodextrina (Cerestar),

. Ang-(1-7) (Bachem) incluida em Hidroxipropil-B-ciclodextrina —
Laboratério do Prof. Ruben Sinisterra, Depto. Quimica, Instituto de

Ciéncias Exatas, UFMG .

. Doxiciclina (Sigma)

4.2 Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos transgénicos
machos da linhagem TGR-L3292, que possuem um aumento de 2,5 vezes nos
niveis circulantes de angiotensina-(1-7) (Santos, Ferreira et al. 2004), e seus
controles Spraguey Dowley (SD), bem como ratos transgénicos machos da
linhagem TetO-L8429, (TetO-29) produzido pela técnica de RNA Interference-
shRNA para o gene do receptor de insulina, com um sitio sensivel a tetraciclina
(TetO induzivel) tendo sido caracterizado como modelo de diabetes melito do
tipo 2 (Kotnik, Popova et al. 2009), e seus controles Spraguey Dowley (SD).
Todas as matrizes foram produzidas no Max-Delbriick-Center For Molecular
Medicine-MDC (Berlin-Buch, Alemanha). Os animais utilizados foram machos
adultos com idade acima de 12 semanas, sendo todos tratados com dieta
comercial e com livre acesso a agua. Durante os experimentos, 0s ratos foram
mantidos em gaiolas individuais em ambiente com ciclos de luminosidade de 12
horas (7:00 as 19:00 h) com temperatura de 25 + 2,0 °C. Os animais da linhagem

TetO-L8429 e seus controles foram tratados por 72 dias com doxaciclina e
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angiotensina-(1-7), de forma intermitente, com medidas diarias dos niveis
glicémicos, volume de ingestdo de 4gua e peso corporal utilizando balanca semi-

analitica e proveta Unica para afericdo do volume de agua.

4.3 Tratamento

Um total de 10 ratos transgénicos TetO-29, knockdown para o receptor de
insulina, foram divididos em dois grupos entitulados TetO-Ang-(1-7) e TetO-
HPBCD. Concomitantemente um grupo controle composto por 6 animais SD
também foi separado. Todos os ratos foram tratados, inicialmente, com
doxaciclina oferecida na agua de beber, na concentracdo de 5 yg/ml (dose de
ataque). Quando todos os animais atingiram uma concentragdo plasméatica de
glicose em torno de 300 mg/dl o tratamento foi interrompido até a glicemia
retornar aos seus valores basais. Em seguida o tratamento com a dose de
ataque foi reiniciado (restart), sendo essa dose mantida até que o0s niveis
plasmaticos de glicose ultrapassassem a concentragdo de 150 mg/dl, com
posterior reducdo da dose para 1 ug/ml (dose intermediaria), observando-se o
volume de ingestdo de agua diario, até o momento em que esse valor
ultrapassou 80 ml por dia. A partir de entdo a concentragdo de doxaciclina
passou a ser calculada individualmente e diariamente, com base no peso
corporal e no volume de ingestdo hidrico do dia anterior, de forma que a
concentracéo foi mantida em torno de 0,1 ug/g de peso corporal (dose padréo)
até o fim do tratamento.

Durante a fase de “restart” do tratamento os animais do grupo TetO-Ang-
(1-7) passaram a ser tratados diariamente, por gavagem, com angiotensina-(1-7)

incluida em beta-ciclodextrina (composto de inclusao-Cl), inicialmente na
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concentracéo de 30 pg/Kg de peso corporal, e o grupo TetO-HPBCD tratado com
a mesma dosagem de beta-ciclodextrina (controle-veiculo). Essa concentracdo
foi mantida até o quadragésimo terceiro dia de tratamento, quando o tratamento
foi interrompido para que os niveis glicémicos dos dois grupos se igualassem.
Desta forma, no setuagésimo dia, o tratamento com o composto de incluséo e a
beta-ciclodextrina foi retomado nos seus respectivos grupos, porém agora ha
concentracdo de 100 pg/Kg, permanecendo assim até o fim do protocolo. A

sequéncia de tratamento é resumida abaixo:

Sem Doxaciclina+ Doxaciclina+

Doxacielina |4 atamento [ IR TLe]  ACICNE Ang(1-7) 100pg/Kg

Os animais da linhagem TGR-L3292 e seus controles SD ndo passaram

por nenhum tratamento prévio.

4.4 Amostras de sangue

Para todos os animais TGR-L3292 e seus controles e para os TetO-29 e
controles ao término do tratamento [referente a dose de 100 pg/Kg PC de Ang-
(1-7)], a coleta de sangue se deu apdés jejum de 10 a 12 horas sendo as
amostras coletadas por decapitagdo em guilhotina. Os animais TetO-29 também
tiveram amostras de sangue coletadas durante o periodo de tratamento
[referente a dose de 30 ug/Kg PC de Ang-(1-7)], apds anestesia com éter etilico.
Todas as amostras tiveram o soro separado por centrifugacdo a 3500 rpm/ 10

minutos, em centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243).
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4.5 Peso Corporal e peso adiposo
Para determinagao da massa corporal todos os animais foram pesados ao
inicio de cada protocolo e diariamente para os ratos TetO-29 e seus controles.
Para avaliacdo da massa adiposa, ap0s o sacrificio por decapitacdo
(como descrito), o tecido adiposo epididimal e o retroperitoneal foram retirados,
pesados e congelados imediatamente em nitrogénio liquido. O peso do tecido

adiposo foi entéo corrigido pelo peso corporal.

4.6 Ingestado alimentar , consumo de agua e diurese

A ingestdao alimentar foi medida durante uma semana em gaiolas
individuais. Diariamente, no mesmo horario, o peso da comida foi mensurado em
balanca semi-analitica, subtraindo-se o valor obtido apds 24 horas do peso
inicial. A massa de comida ingerida foi corrigida pelo peso corporal do animal. A
média dos valores encontrados é apresentada em gréfico.

Para os ratos TetO-29 e seus controles o volume de consumo de &gua foi
medido diariamente a cada 24 horas com o auxilio de uma proveta Unica e
especifica durante todo o periodo de tratamento. Ao decorrer da Ultima semana
de experimentacdo os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
individuais a fim de se avaliar a diurese, sendo o volume urinario medido apos 24

horas de enclausuramento.

4.7 Determinacado dos niveis plasmaticos de leptina e adiponectina
Os niveis séricos de leptina (Linco Research” ; Missouri USA),

adiponectina (AdipoGen"”, Seoul Korea) e insulina (Linco Research” ; Missouri
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USA), foram avaliados utilizando kits de ELISA especificos, de acordo com as

especificacdes do fabricante (Bradford 1976).

4.8 Determinacéo dos niveis de colesterol total

Os niveis de colesterol total foram mensurados de acordo com o método
da colesterol oxidase , utilizando-se kit comercial da empresa Doles, Brasil. O
método consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase,
produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de
oxigénio, produz peroxido de hidrogénio que, pela acdo da peroxidase em
presenca de fenol e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado
com absor¢cdo méxima em 505 nm. Os niveis de colesterol no soro dos animais
foram determinados por um ensaio em microplaca de 96 po¢os.Em suma, 10 pL
das amostras de soro foram diluidas em agua destilada (1:100), a fim de que as
leituras de absorbancia fossem adequadas a variagéo linear do teste. A diluic&o,
foram adicionados 100 pL de reagente de colesterol total. Ap6s um periodo de
incubacdo de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor de

microplaca (Thermo Plate).

4.9 Determinacéo de colesterol HDL

Os niveis de colesterol HDL no soro foram dosados por meio do kit
enzimético Doles, Brasil. O principio se baseia na precipitacdo seletiva de LDL e
VLDL por polietilenoglicol tamponado restando apenas a fragado HDL no
sobrenadante. Essa amostra foi separada para a dosagem de HDLc da seguinte

forma: em uma microplaca de 96 pocos 10 pL da amostra foram adicionados a
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200 pL do reagente de cor Colesterol 250 Doles/Colesterol Enzimatico Liquido
Doles. Ap6s uma incubacdo de 10 minutos a 37, a a bsorbancia foi lida a 492

nm em leitor de microplaca (Thermo Plate).

4.10 Determinacéo dos niveis de triglicerideos

Os niveis de triglicerideos séricos foram medidos de acordo com o
método enzimatico colorimétrico , utilizando kit comercial da empresa Doles,
Brasil. O método consiste na hidrolise dos triglicerideos pela lipase lipoprotéica
produzindo glicerol livre fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto sofre a
acdo da glicerol-P-oxidase que em presenca de oxigénio produz peréxido de
hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase do reagente fendlico (p-clorofenol) e
da 4-aminoantipirina, produz um composto roseo-avermelhado com méximo de
absor¢ao a 500 nm.

As dosagens e a curva padrao foram feitas em microplacas conforme

descrito anteriormente para o colesterol.

4.11 Histologia de tecido adiposo e renal

Apbs o sacrificio uma amostra do tecido adiposo epididimal foi separada e
fixada em Bouin em um volume 10x maior que o volume tecidual.
Simultaneamente um dos rins foi fixado em formalina 10%. Apés 24 horas 0s
tecidos foram transferidos para uma solugdo de &lcool etilico 70% onde
permaneceram até o momento da inclusdo em parafina. Em seguida foram feitos
cortes de 7 um de espessura para o tecido adiposo e 5 pm para o0 rim, em
micrétomo especifico, com posterior montagem em laminas de vidro previamente

preparadas. Cada lamina recebeu um total de 3 cortes retirados do bloco de
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parafina com uma distancia minima de 20 um. As laminas do tecido adiposo
foram coradas pelo método de HE (hematoxilina-eosina) e as laminas do rim
com HE e sirius red . A analise foi feita em microscopio acoplado a camera
digital em um aumento de 20x. Para o tecido adiposo foram selecionados trés
campos por corte medindo-se o diametro de 20 adipocitos em cada campo.
Foram analisados no minimo 540 adipécitos por animal fazendo-se a posteriori a

meédia dos resultados encontrados por animal para realizacao da analise.

4.12 Retrotranscrigcao e Real Time PCR

4.12.1 Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se o método “guanidino-
isotiocianato-fenol-cloroférmio”. Apds o sacrificio os 6rgdos de interesse foram
removidos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido com subseqtiente
armazenagem a temperatura de -80°C. As amostras foram entdo
homogeneizadas em tubos plasticos de 5 mL contendo o reagente TRIzol® (0,1 g
de tecido/1,0 mL do reagente extrativo; Invitrogen, USA), utilizando-se o
homogeneizador de tecido PowerGen 700 (Ficher, USA). Os recipientes
plasticos contendo o homogenato foram incubados a temperatura ambiente por
10 minutos. ApGs esse procedimento, adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio
(Merck® , USA). Os tubos foram vigorosamente agitados e deixados em repouso
por 5 minutos a 4 °C sendo, em seguida, centrifugados a 12.000 rpm por 15
minutos. A camada superior (fase aquosa) foi recuperada em tubos para
microcentrifuga com subsequente adicdo de 0,5 mL de isopropanol. O material

foi levemente agitado e mantido em repouso a temperatura de 4 °C por 10
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minutos. Apdés nova centrifugacdo (12.000 rpm por 10 minutos) a mesma
temperatura utilizada anteriormente, descartou-se o sobrenadante e adicionou-
se 1 mL de etanol 70% (V/V), gelado (solucdo manufaturada em agua tratada
com dietil-pirocarbonato - DEPC), agitando-se novamente. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram mantidos a temperatura ambiente até completa
secagem das amostras. A ressuspensdo do RNA total foi realizada com adicao

de 0,05 mL de agua tratada com DEPC.

4.12.2 Eliminacdo de moléculas de DNA gendmico

Para eliminacdo de uma possivel contaminacdo com o DNA gendmico
nas amostras de RNA total foi utilizada a enzima desoxiribonuclease |
proveniente da empresa GibcoBRL®. O tratamento foi feito de acordo com o

protocolo fornecido pelo fabricante.

4.12.3 Quantificagdo do RNA total

Apoés os procedimentos descritos anteriormente as amostras de RNA total
foram diluidas 50X e estimou-se a concentracdo em espectrofotdbmetro a 260 nm
(HITACHI” UV 160 A) com leitura paralela a 280 nm para avaliacdo de
contaminantes. O célculo da concentragdo do nucleotideo foi realizado utilizando
a seguinte equacgao: [RNAw] = Azeo X 40 x Fator de diluicdo, sendo o resultado

expresso em pg/mL.
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4.12.4 RT (Transcricdo Reversa)

O RNA total foi utilizado para a sintese de cDNA (DNA complementar)
num volume final de 30 pL. Foram utilizados 1 pg de RNA total, 0,2 pg de
hexadeoxinucleotideos, tampé&o para RT (concentrac¢des finais: Tris-HCI 45 mM
pH 8,3; KCI 68 mM), 5 ul de MgCl, 50 mM, DTT 15 mM, dNTPs 1,8 mM e 150 Ul
de transcriptase reversa. Reagentes da empresa Promega” Corporation (USA).
O cDNA foi sintetizado em termociclizador durante um periodo de 60 minutos de

incubacdo a 37 °C. A reacéo foi paralisada pelo aguecimento a 90°C por 5 min.

4.12.5 PCR Quantitativa

As reacdes de PCR quantitativa foram feitas utilizando “primers”
especificos para o cDNA dos genes de interesse. A analise dos pares de bases
foi executada com o auxilio do programa especifico BLASTN com posterior
sintese pela empresa Invitrogen” (Tabela 6). Aliquotas na concentracéo de 150
uM foram feitas e estocadas em freezer a —20° C. Uma subsequente diluicéo
para lnmol/ul foi necesséaria para uso. Os primers do gene utlizado para
normalizagcdo da reacdo (controle enddégeno) foram de GAPDH.

O cDNA obtido na etapa de RT (2 pl) foi utilizado como fita molde para a
amplificacdo por PCR. As reacfes de PCR quantitativo foram realizadas num
volume final de 25 pl em duplicatas, utilizando-se 19 pl do Master Mix de SYBR
Green (Apllied Biosystem-USA), 2 ul de cada primer na concentracdo de
1nmol/ul, e 2 ul do cDNA obtido na etapa anterior. O aparelho utilizado para
reacao foi o ABI Prism 7000 (Apllied Biosystem, EUA), sendo totalizados 45

ciclos a temperatura de anelamento especifica.



Tabela 2. Primers e condi¢cdes experimentais utilizadas para o Real Time PCR

a7

Alvo Sequéncia (5 para | Sequéncia (5 para | Temperatura de Ciclos
3’) Sense 3’) Antisense anelamento ( °C)
TNF-O TGC CTC AGC CTC CCC ATT TGG GAA
TTCTCATT CTTCTCCT
60 45
TGF-B AAA CGG AAG CGC | GGG ACT GGC GAG
ATC GAA CCTTAGTT
60 45
AGT ACA CCC CTG CTA ACC CCC TCT AGT
CAG TCC AC GGC AAGTT
60 45
Adiponectina | CTC CAC CCA AGG CTG GTC CAC ATT
AAA CTT GT TTITTTCCT
60 45
aP2 AGC GTAGAA GGG | ATGGTG GTC GAC
GACTTG GT TTT CCATC
60 45
GAPDH AAC GAC CCCTTC CTT CCC ATT CTC
ATT GAC CTC AGCCTTGACT 60
45

4.13 Extracao de proteinas totais

Para a extracdo de proteinas totais os tecidos, previamente removidos e

estocados no freezer -80°C, foram homogeneizados em 200 pl de tampé&o de lise

(1% Triton X-100, 0,15M NaCl, 20mM de Tris HCI, pH 7.0, 1mM MgCI2, 1ImM

CaCl2, , 4ug/ml de leupeptina, 4ug/ml de aprotinina, 1mM de orthovanadato de

sodio, 0,5 mM PMSF).

Apoés centrifugacdo, as amostras foram incubadas em gelo por 30

minutos. Em seguida o lisado obtido foi coletado e centrifugado a 14000 rpm por

20 minutos a 4°C em uma centrifuga Eppendorf modelo 5417R. O sobrenadante
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foi coletado e a concentracdo das proteinas totais determinada pela técnica

espectrofotométrica de Bradford .

Uma curva padrao da concentracdo de proteinas (0; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0

Mg/uL) vs absorbancia foi construida utilizando albumina de soro bovino (BSA).

Utilizou-se 25 uL de cada ponto da curva adicionados de 2 mL da solucéo
Coomassie Blue. As amostras foram diluidas na proporcdo de 1:5 (5 pL de
amostra, acrescidos 20 yL de agua milipore).

Apoés a adicdo de 2 ml de Coomassie Blue, as amostras e a curva padrao
foram agitadas e deixadas em temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente mensurou-se a absorbéncia de cada amostra sob o comprimento
de onda de 595 nm. A concentragdo protéica da amostras foi calculada a partir

da curva absorbancia pela concentracao protéica obtida da curva padréo.

4.14 Western Blotting

Trinta pg dos extratos protéicos foram fracionados em gel de
poliacrilamida/SDS (PAGE) 12% a 100V por 1,5 h em fonte PowerPac da Bio
Rad. Apds a corrida eletroforética as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. As membranas foram entdo coradas com "Ponceau”
para verificar a eficiéncia da transferéncia. Apds esta etapa as membranas foram
lavadas com Tris-Base 1M pH 7,6 (1x) contendo 0,1% de Tween (TBS-T) até se
retirar todo o Ponceau. Em seguida as ligagbes ndo especificas foram
blogueadas com TBS 1x, contendo 5% de leite em p6 desnatado.

Posteriormente ao bloqueio as membranas foram incubadas com anticorpo
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primario 1/1000 em TBS-T contendo 1% de leite em pd, por 18 horas a 4<T.
Foram utilizados anticorpos primarios comerciais para todas as proteinas
testadas. As membranas foram entdo lavadas trés vezes com TBS-T e
incubadas por 1 hora com o anticorpo secundério anti-coelho diluido em TBS-T
contendo 1% de BSA. Apos este tempo as membranas foram lavadas mais trés
vezes com TBS-T e incubadas por 5 minutos com solugéo reveladora. O
excesso da solugédo foi retirado e as membranas foram expostas contra filme de
raio X por diferentes tempos. Os filmes foram revelados utilizando-se soluc¢oes

reveladoras e fixadoras (Kodac-USA), seguindo-se as instru¢des do fabricante.

4.15 Testes de Tolerancia a Glicose e Sensibilidade Insulinica

Para avaliacdo do perfil glicémico dos animais foram realizados testes de

sensibilidade insulinica e tolerancia a glicose.

O teste de sensibilidade insulinica foi realizado pela manha, com os
animais no estado alimentado, através da aplicacéo intraperitoneal de 0,75U de
insulina/kg de peso corporal. Com um pequeno corte na ponta da cauda do
animal, coletou-se uma gota de sangue para verificagcao da glicemia no momento
anterior & aplicagdo de insulina e com 15, 30 e 60 minutos decorridos da
aplicacdo. O aparelho utilizado para leitura glicémica foi o Accu-Chek®
Advantage (Roche). Com os resultados construiu-se uma curva de glicemia pelo

tempo.

O teste de tolerancia a glicose foi realizado pela manha, com os animais

em jejum de 12 horas, através da aplicacao intraperitoneal de 2 g de glicose/kg
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de peso corporal. Ap6s um pequeno corte na ponta da cauda do animal coletou-
se uma gota de sangue para verificacdo da glicemia no momento anterior a
aplicacdo da glicose (glicemia de jejum) e com 15, 30, 60 e 120 minutos
decorridos da aplicacdo. O aparelho utilizado para leitura glicémica foi o Accu-
Chek® Advantage (Roche). A partir dos resultados construiu-se uma curva de

glicemia pelo tempo (Lee, Villena et al. 2003).

4.16 Captacao de Glicose

O 2-deoxy-[°H]glucose (2DOG) é transportado, fosforilado mas n&o
oxidado pelos adipocitos. Consequentemente ele se acumula na forma de
2DOG-fosfato dentro da célula. A radioatividade acumulada nos adipdcitos pode
ser utilizada para avaliar a capacidade de captacdo de glicose dentro deste tipo

celular.

Isolamento do adipdcito. Adipdcitos de ratos SD e TGR-L3292 foram
isolados do tecido adiposo epididimal de acordo com a técnica de Rodbell. O
tecido foi digerido com colagenase a temperatura de 37°C em um “shake” com
movimentos constantes por 45 minutos. Em seguida, as células foram filtradas
em uma malha de “nylon” com espessura de 300 ym e lavadas trés vezes com
um tampéo contendo (mM): 137 NaCl, 5 KCI, 4.2 NaHCOs3, 1.3 CaCl,, 0.5 MgCls,

0.5 MgSO., 0.5 KH,PO4, 20 HEPES (pH 7.4) and 1 % BSA.

Protocolo de Transporte de Glicose. Apos isolamento, os adipdécitos foram
incubados em banho por 45 min a temperatura de 37C, na presenca e na

auséncia de insulina (25ng/mL). A captacdo de 2-DOG foi utilizada para
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determinar a taxa do transporte como descrito previamente. Rapidamente a
captacdo de glicose foi iniciada pela adicdo de 2-DOG (0.2 uCi/tubo) por 3
minutos. Na sequéncia as células foram separadas por centrifugacdo com o
auxilio de 6leo de silicone e a radioatividade foi determinada pela contagem da
cintilacdo. A associacdo ndo especifica de 2-deoxy-[*H]glucose foi determinada
por realizacdo de incubacdes paralelas na presenca del5 mM de floretina. O
valor obtido foi subtraido dos valor do transporte de glicose em cada condigéao.
Ao final da analise a diferenca entre a captacao basal (sem estimulo por insulina)
e a estimulada por insulina foi calculada para cada animal afim de demonstrar a

capacidade de resposta a esse estimulo (sensibilidade insulinica In Vitro).
4.17 Glicogénio Muscular

O glicogénio muscular foi extraido de acordo com Sjérgren e
colaboradores (Sjérgren B. 1938), e determinado como glicose seguida de
hidrélise acida. Amostras do tecido muscular foram colocadas em tubos com
KOH 30% saturado com Na,SO,4. Os tubos foram colocados em banho de agua
guente por uma hora até que uma solugdo homogénea fosse obtida, sendo
imediatamente incubados em gelo. Posteriormente, adicionou-se etanol absoluto
para precipitar o glicogénio da digestao alcalina. As amostras foram deixadas em
gelo por 10 minutos e entdo centrifugadas a 840 rpm por 20 minutos. O
supernadante foi cuidadosamente aspirado e o glicogénio lavado com agua
destilada e precipitado novamente com etanol. O glicogénio precipitado foi
dissolvido em 3 ml de 4gua destilada e subsequientemente transferido para um
baldo volumétrico de 10 ml sendo diluido. O conteaddo do frasco foi

homogeneizado e uma parte foi entdo novamente diluida em agua utilizando-se
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um segundo baldo até que a concentracdo de glicogénio estivesse entre 3-30
mg/ml. Na sequUéncia, adicionou-se antrona cuidadosamente as aliquotas de 2
ml da diluicao final (em gelo) e os tubos foram entdo colocados em banho de
agua quente por 10 minutos. Apos o resfriamento dos tubos, a absorbancia das
amostras foi mensurada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 620

nm. A curva de calibragao foi montada com glicose em diferentes concentragdes.

4.18 Andlises estatisticas e expressao dos resultad  os

Para analise dos dados do teste de sensibilidade insulinica e tolerancia a
glicose foi utilizada a analise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA),
seguida do teste de comparagao entre curvas do tipo “BONFERRONI". Os
demais resultados obtidos foram analisados através de teste T de Student n&o
pareado. Valores de p<0,05 foram considerados estaticamente significativos.

Os célculos e analises estatisticas foram realizados utilizando-se o

programa Graph Pad Prism® 4.0 (San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS




5- Resultados

5.1 Ratos TGR-L3292

5.1.1 Peso corporal e peso adiposo

A andlise do peso corporal mostrou que os animais da linhagem TGR-
L3292 possuem uma diminuicdo na massa corpoérea (278.3 = 13.3g no TGR-

L3292 vs. 375.7 £ 10.2 g nos ratos SD). A figura 4 ilustra os resultados obtidos.

Apos coleta e pesagem do tecido adiposo observou-se uma diminui¢do da
massa adiposa relativa, tanto epididimal (0.00752 = 0.00012 g/PC no TGR-
L3292 vs. 0.01082 £ 0.00095 g/PC nos ratos SD) (Figura 4 B) quanto
retroperitoneal (0.00325 + 0.00035 g/PC no TGR-L3292 vs. 0.00740 = 0.00125
g/PC nos ratos SD) (Figura 4C), nos animais da linhagem TGR-L3292. A figura 4

mostra os graficos da massa adiposa de ambos os grupos corrigidos pelo peso

corporal.
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Figura 4 — Peso corporal e peso do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal dos
animais TGR-L3292 (n=12) e SD (n=12). (A) Peso Corporal; (B) Peso do tecido
adiposo epididimal em g corrigido pelo peso corporal em g (C) Peso do tecido adiposo
retroperitoneal em g corrigido pelo peso corporal em g. Os dados representam média +
EPM e foram analisados através do teste-T de Student. Foi considerado
estatisticamente significante p<0.05.
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5.1.2 Ingestao alimentar

A ingestéo de racédo (quantidade de comida ingerida por peso corporal)
nao diferiu entre os grupos (0.0683 + 0.0017 g/PC em g no TGR-L3292 vs.

0.0650 + 0.0034 g/PC em g nos ratos SD), como mostrado na figura 5.
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Figura 5 — Massa de comida ingerida corrigida pelo peso corporal dos animais TGR-

L3292 (n=6) e SD (n=6). Os dados representam média + EPM e foram analisados
atraves do teste-T de Student.
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5.1.3 Histologia do tecido adiposo epididimal

A medida do didmetro de vinte adipdcitos por campo (Figura 6C) nao

revelou diferencga significativa entre os animais TGR-L3292 e SD (76.06 + 1.47

MM no TGR-L3292 vs. 81.80 + 3.64 nos ratos SD), indicando auséncia de atrofia

ou hipertrofia nas células adiposas dos animais trangénicos.
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Figura 6 — Analise histolégica (HE) do tecido adiposo epididimal dos animais TGR-

L3292 (n=5) e SD (n=5).

(A) Foto ilustrativa do tecido adiposo epididimal dos ratos

TGR-L3292. (B) Foto ilustrativa do tecido adiposo epididimal dos ratos SD. (C) Analise
do didmetro de 20 adipdcitos por campo totalizando um minimo de 540 adipdcitos por
animal. Os dados representam média = EPM e foram analisados através do teste-T de

Student
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5.1.4 Perfil Lipidico

A dosagem plasmaética do colesterol total (13.41 + 0.83 mg/dl no TGR-
L3292 vs. 20.79 = 1.61 mg/dl nos ratos SD), e dos triglicérides (14.82 + 3.77
mg/dl no TGR-L3292 vs. 35.22 + 3.39 mg/dl nos ratos SD), mostrou que o rato
transgénico TGR-L3292 possui uma importante reducdo dos niveis lipidicos,
apresentando uma importante reducdo, com relacdo ao grupo controle, em

ambas as analises (Figura 7).
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Figura 7 — Perfil lipidico dos ratos TGR-L3292 (n=7) e SD (n=7). (A) Dosagem dos
niveis plasmaticos de triglicérides (B) Dosagem dos niveis plasmaticos de colesterol
total. Os dados representam média + EPM e foram analisados através do teste-T de
Student. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.1.5 Perfil Glicémico

O teste de tolerancia a glicose mostrou que os animais TGR-L3292
apresentam uma maior tolerancia a glicose quando comparados aos seus
controles SD, apresentando diminuicdo mais rapida da glicemia apés injecao
intraperitoneal de D-glucose como mostrado na figura 8B, onde se observa
diferenca significativa entre as curvas dos grupos analisados. A glicemia basal
de jejum nao apresentou diferenca estatisticamente significante (69.00 + 5.91
mg/dl no TGR-L3292 vs. 66.14 + 5.81 mg/dl nos ratos SD) como mostrado na

figura 8C.

O teste de sensibilidade insulinica mostrou que os animais TGR-L3292
apresentam maior sensibilidade a insulina quando comparados aos animais
controle SD, apresentando uma queda maior da glicemia apo0s injecao
intraperitoneal de insulina, com menor aumento dos niveis glicémicos durante o
protocolo experimental. A figura 8A mostra uma diferenca significativa entre as

curvas dos grupos analisados.

Em ambos os testes a andlise da area sob a curva da glicemia de cada
animal, ao longo dos experimentos, mostrou haver diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos indicando uma melhor resposta metabdlica do rato

TGR-L3292 tanto ao estimulo insulinco quando ao estimulo com glicose.

O teste in vitro da captagdo de glicose pelos adipécitos extraidos do tecido
adiposo epididimal mostrou que os ratos da linhagem TGR-L3292 apresentam
uma maior resposta do delta da captacdo de glicose quando estimulados pela
insulina (0.2249 £ 0.0644 no TGR-L3292 vs. 0.07383 = 0.0232 nos ratos SD),

como mostrado na figura 8D.
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Figura 8 — Perfil glicémico dos ratos TGR-L3292 (n=7) e SD (n=7). (A) Teste
de tolerancia a glicose e gréafico da &rea sob a curva; (B) Teste de sensibilidade
a insulina e grafico da area sob a curva; (C) Glicemia de Jejum; (D) Delta da
captacédo de glicose pelos adipécitos (valor apds estimulo com insulina menos a
capatacdo basal). Os dados representam média + EPM e foram analisados
através do teste-T de Student (8C e D) e two-way ANOVA (8A e B). Foi
considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.1.6 Western Blotting do tecido adiposo

Para avaliacdo da atividade da via metabdlica insulinica analisamos os
niveis de Akt total (0.7650 + 0.0198 UA no TGR-L3292 vs 0.6661 + 0.0220 UA
nos ratos SD) e fosforilado (0.9260 £+ 0.141 UA no TGR-L3292 vs 0.6081 + 0.081
UA nos ratos SD) no tecido adiposo epididimal dos ratos TGR-L3292 e SD. Os
resultados mostraram um aumento discreto, porém significante, nas duas formas

de Akt consideradas (figura 9 A e B).

A analise dos niveis protéicos do transportador de glicose Glut4, no tecido
adiposo epididimal, ndo mostrou diferenca significativa (0.4024 + 0.035 UA no
TGR-L3292 vs 0.4953 £ 0.0809 UA nos ratos SD) na expresséo desse receptor

nos animais TGR-L3292 com relac&o aos controles SD (Figura 9 C).
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Figura 9 — Western Blotting de amostras de tecido adiposo epididimal de ratos TGR-
L3292 (n=6) e SD (n=6), com fotos ilustrativas do filme de revelacdo do western blotting.
(A) Andlise protéica do Akt/PKB total e foto ilustrativa da revelagédo. (B) Analise protéica
do Akt/PKB fosforilado e foto ilustrativa da revelacdo. (C) Analise protéica do
transportador de glicose Glut4 e foto ilustrativa da revelacdo. Os dados representam
média + EPM e foram analisados através do teste-T de Student. Foi considerado
estatisticamente significante p<0.05.
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5.1.7 Dosagem dos niveis séricos de adipocinas

A dosagem plasmatica dos niveis de leptina mostrou ndo haver diferenca
entre os niveis circulantes dos animais TGR-L3292 e seus controles SD (968.8 +
44.1 pg/ml no TGR-L3292 vs 977.4 + 41.21 pg/ml nos ratos SD) como mostrado
na figura 10A. No entanto, em situacdes normais 0s niveis circulantes de leptina
séo diretamente proporcionais a massa de tecido adiposo. Quando corrigimos a
massa adiposa pelos niveis plasmaticos de leptina observamos que os ratos da
linhagem TGR-L3292 possuem uma producdo por adipécito mais elevada que o
grupo SD controle (441.2 + 31.44 pg/ml no TGR-L3292 vs 235.7 + 15.21 pg/ml

nos ratos SD) como representado na figura 10B.

Os valores encontrados na dosagem dos niveis circulantes de
adiponectina nos ratos da linhagem TGR-L3292 foram maiores do que o0s
observados no grupo de animais SD (13760 + 234.4 ng/ml vs 11600 + 747.8
ng/ml nos ratos SD) como representado na figura 10C. Observada a menor
massa adiposa dos animais TGR-L3292, a correcdo mostrou uma producdo por
adipécito acentuadamente maior quando comparada a dos ratos SD (8393 +

420.0 ng/ml vs 3864 + 262.0 ng/ml nos ratos SD) como mostrado na figura 10D.
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Figura 10 — Niveis plasmaticos de leptina e adiponectina nos ratos TGR-L3292 (n=7) e
SD (n=7). (A) Nivel plasmatico de leptina (B) Raz&o entre os niveis circulantes de
leptina e a massa de tecido adiposo por animal. (C) Nivel plasmatico de adiponectina
(D) Razao entre os niveis circulantes de adiponectina e a massa de tecido adiposo por
animal. Os dados representam média + EPM e foram analisados atravées do teste-T de
Student. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.1.8 Real Time PCR do tecido adiposo

A analise da expressdo do mRNA para angiotensinogénio (11A), TGF-
(11B), adiponectina (11C) , TNF-O (11D) e aP2 (11E) avaliados por PCR em
tempo real de amostras do tecido adiposo epididimal, mostrando uma diminuicao
significativa da expresséo de angiotensinogénio (0.2683 + 0.05237 UA vs 1.955
+ 0.7245 UA nos ratos SD) sem alteracdo na expressao de TGF-B e TNF-[J;
porém seguida de um importante aumento na expressao de adiponectina (2.954
+0.7167 UA vs 1.140 = 0.2765 UA nos ratos SD) e do gene aP2 (1.950 £0.2371

UA vs 1.023 £ 0.09429 UA nos ratos SD).
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Figura 11 — Andlise por PCR em tempo real do RNA extraido do tecido adiposo
epididimal dos animais TGR-L3292 (n=7) e SD (n=7). (A) Expressdo de
angiotensinogénio (B) Expressdo de TGF-B (C) Expressdo de adiponectina (D)
Expressdo de TNF-O (E) Expressao do aP2. Os dados representam média + EPM e
foram analisados através do teste-T de Student. Foi considerado estatisticamente
significante p<0.05.
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5.1.9 Glicogénio Muscular

A andlise da dos niveis de glicogénio muscular mostrou que nao existe
diferenca entre os grupos, indicando armazenamento enegético similar nos ratos

avaliados.
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Figura 12 — Analise dos niveis de glicogénio no musculo esquelético dos ratos TGR-
L3292 (n=7) e SD (n=7). Na&o foi observada diferenca significante entre os grupos.
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5.2 Ratos TetO-29

5.2.1 Glicemia, Peso corporal e Consumo de agua

Todos os animais TetO-29 e SD foram tratados com doxaciclina do dia 1
até o dia 15 e o resultado mostrou que todos os ratos TetO-29 estavam aptos a
responder ao tratamento, uma vez que se tornaram diabéticos (Figura 12 A). A
subsequente interrupcdo do tratamento comprovou que o estado diabético
gerado pela inibicdo da producédo do receptor para insulina foi reversivel, uma
vez que os niveis glicémicos se normalizaram por volta do 27° dia (Figura 12 A).
A partir do 28° dia, a reinstituicdo do tratamento com doxaciclina, associado a
gavagem com composto de incluséo (CI) no grupo TetO-Ang(1-7) e apenas com
veiculo no grupo TetO-HPBCD, mostrou que a angiotensina-1-7 na dosagem de
30 microgramas por kg de peso corporal administrada por via oral € capaz de
prevenir o aumento dos niveis circulantes de glicose mantendo os valores em
aproximadamente metade do observado no grupo controle. Com o intuito de
normalizar os niveis glicémicos entre os grupos, o tratamento com Ang-(1-7) foi
suspenso no 45° dia por um total de 12 dias. Em seguida, o Cl voltou a ser
administrado na nova dose de 100 microgramas por kg de peso corporal e o
resultado observado foi a reversdo do quadro de hiperglicemia com acentuada
reducdo dos valores de glicose circulante. Essa reducédo foi equivalente a
metade dos valores hiperglicémicos observados no grupo TetO-HPBCD (Figura

12 A).

A analise diaria do peso corporal mostrou que durante os dias de
tratamento com Ang-(1-7), em ambas as dosagens, a perda de peso corporal
gue acomete os ratos diabéticos foi atenuada e, em alguns dias, até mesmo

revertida (Figura 12 B).
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E caracteristica do quadro de hiperglicemia o aumento da osmolaridade

sérica que gera, por sua vez, um aumento do volume de ingestdo de agua.
Como esperado, a andlise do consumo de agua acompanhou o mesmo perfil
descrito para os niveis glicémicos sendo bastante reduzida no grupo TetO-Ang-

(1-7) durante os dias de tratamento com o CI. (Figura 12 C)
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Figura 13 — Glicemia, peso corporal e consumo de agua dos animais TetO-
Ang-1-7 (n=5) e TetO HPBCD (n=5). (A) Glicose plasmatica (B) Peso corporal
(C) Volume de ingestdo de agua. Os dados representam média + EPM e foram
analisados através do teste-T de Student ponto a ponto.



67
5.2.2 Diurese
A diurese avaliada em gaiola metabodlica ao fim do tratamento, durante a

administracdo da dosagem de 100 microgramas de Ang-(1-7) por Kg peso
corporal, mostrou que o grupo tratado com esse peptideo apresenta uma menor
massa urinaria corrigida pelo peso corporal com valores que acompanham

assim o perfil do volume de ingestao de agua.
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Figura 14 — Diurese dos animais TetO-Ang-1-7 (n=5) e TetO-HPBCD (n=5).
Massa urinaria corrigida pelo peso corporal. Os dados representam meédia *
EPM e foram analisados através do teste-T de Student. Foi considerado
estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.3 Sensibilidade insulinica

Os testes de sensibilidade insulinica realizados durante o tratamento com
ambas as concentracdes [30 e 100 microgramas de Ang-(1-7)], mostrou que 0s
animais do grupo TetO-Ang-(1-7) possuem uma significante recuperacdo da
resposta a insulina que esta abolida nos animais diabéticos tratados apenas com
o veiculo. Esse dado pode ser observado tanto nos graficos com os valores de
glicemia absolutos (Figuras 14 A e C), quanto nos graficos com os valores de
glicemia subtraido do valor inicial (ponto zero), como observado nas figura 14 B

e D (Delta).
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Figura 15 — Sensibilidade insulinica TetO-Ang-1-7 (n=5) e TetO-HPBCD
(n=5). (A) valores glicémicos absolutos durante o tratamento com de 30 ug de
Ang-(1-7) por Kg PC. (B) Delta da glicemia (valores — basal) durante o
tratamento com de 30 pg de Ang-(1-7) por Kg PC (C) valores glicémicos
absolutos durante o tratamento com de 100 pg de Ang-(1-7) por Kg PC. (D)
Delta da glicemia (valores — basal) durante o tratamento com de 100 ug de Ang-
(1-7) por Kg PC . Os dados representam média + EPM e foram analisados
através do teste two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Foi considerado
estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.4 Perfil Lipidico

A analise do perfil lipidico ao termino do tratamento [concentracdo de 100
microgramas de Ang-(1-7) por Kg PC] mostrou que os animais do grupo TetO-
Ang-(1-7) apresentaram aumento na concentragdo plasmatica de colesterol HDL
(94.00 % 4.655 mg/dl vs 77.25 + 3.966 nos ratos SD) (Figura 15 C) com redugao
na fracdo de colesterol LDL (25.20 + 1.881 mg/dl vs 33.33 + 2.848 nos ratos SD)
(Figura 15 D). A analise do colesterol total e triglicérides sérico mostraram nao

haver diferenca entre os grupos (Figura 15 A e B).
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Figura 16 — Perfil lipidico dos grupos TetO-Ang-1-7 (n=5) e TetO-HPBCD (n=5) ao
termino do tratamento com 100 ug de Ang-(1-7) por Kg PC. (A) Valores séricos de
triglicérides (B) valores séricos de colesterol total (C) valores séricos de colesterol HDL
(D) valores séricos de colesterol LDL. Os dados representam média + EPM e foram
analisados atraves do teste-T de Student. Foi considerado estatisticamente significante
p<0.05.
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5.2.5 Insulina e adipocinas

Ao término do tratamento com a concentracdo de 100 microgramas de
Ang-(1-7) por Kg PC, os animais foram sacrificados e avaliou-se os valores
séricos de algumas adipocinas e insulina. Os resultados mostraram que 0S
animais do grupo TetO-Ang-(1-7) apresentaram uma reversao do quadro de
hiperinsulinemia, caracteristica do estado de diabético (Figura 16 A). Além disso,
a analise dos niveis de leptina mostrou que o tratamento foi efetivo na
restauracdo dos niveis circulantes desse horménio (Figura 16 B) aumentando a
producédo relativa a massa adiposa (Figura 16 C). Os niveis circulantes (Figura
16 D) e a producdo por massa adiposa (Figura 16 E) de adiponectina néo
diferiram entre os grupos TetO-Ang-(1-7) e TetO-HPBCD.
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Figura 17 — Niveis circulantes de adipocinas e insulina dos grupos TetO-Ang-1-7
(n=5) e TetO-HPBCD (n=5) ao termino do tratamento com 100 ug de Ang-(1-7) por Kg
PC. (A) Valores séricos de insulina (B) valores séricos de leptina (C) valores séricos de
leptina corrigidos pela massa de tecido adiposo (D) valores séricos de adiponectina (E)
valores séricos de adiponectina corrigidos pela massa de tecido adiposo. Os dados
representam média £+ EPM e foram analisados através do teste-T de Student. Foi
considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.6 Western blotting receptor de insulina

Apoés o sacrificio, ao termino do tratamento com a concentracdo de 100
microgramas de Ang-(1-7) por Kg PC, realizou-se a extracdo protéica de
amostras do tecido adiposo epididimal (Figura 17 A), musculo (Figura 17 B) e
figado (Figura 17 C) com o intuito de avaliar se as alteracdes fisiologicas
encontradas se deviam a uma recuperacao da expressao do receptor de insulina
nos principais 6rgaos insulino-responsiveis com funcdo de reserva energética.
Observams que tanto o grupo TetO-Ang-(1-7) quanto o TetO-HPBCD
apresentaram uma significante diminuicdo do receptor de insulina nos 6rgaos
avaliados quando comparados com a expressao basal dos ratos controle SD,

porém nao existiu diferenca entre os grupos TetO-Ang-(1-7) e o TetO-HPBCD.
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Figura 18 — Receptor de insulina dos grupos SD (n=3), TetO-Ang-1-7 (n=3) e
TetO-HPBCD (n=3) ao término do tratamento com 100 ug de Ang-(1-7) por Kg PC. (A)
Western blotting para o receptor de insulina no tecido adiposo (B) Western blotting para
o receptor de insulina no masculo esquelético (C) Western blotting para o receptor de
insulina no figado. Os dados representam média £+ EPM e foram analisados através do
teste-T de Student. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.7 Western blotting para via da Akt total e fosf  orilada

A atividade da via de sinalizagao intracelular da Akt foi avaliada no tecido
adiposo (Figuras 18 A e B) e no musculo (Figuras 18 C e D). Observamos que o
grupo TetO-Ang-(1-7) apresentou uma maior quantidade de Akt fosforilada no
tecido adiposo quando comparada ao grupo TetO-HPBCD (Figuta 18 B). Porém
nao foi observada diferencga significante nos niveis de Akt total no tecido adiposo

e no musculo (Figuras 18 A e C).
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Figura 19 — Akt total e fosforilada dos grupos TetO-Ang-1-7 (n=6) e TetO-HPBCD
(n=6) ao termino do tratamento com 100 pyg de Ang-(1-7) por Kg PC. (A) Western
blotting para Akt total no tecido adiposo (B) Western blotting para Akt fosforilada no
tecido adiposo (C) Western blotting para o Akt total no musculo esquelético. Os dados
representam meédia £+ EPM e foram analisados através do teste-T de Student. Foi
considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.8 Western blotting para via da MAPK total e fos  forilada

A atividade da via de sinalizacao intracelular da MAPK foi analizada pela
avaliacdo dos niveis de Erk42/44 no tecido adiposo (Figuras 19 A e B) e no
musculo (Figuras 19 C e D). Observamos que o grupo TetO-Ang-(1-7)
apresentou uma menor quantidade de Erk 42/44 total no tecido adiposo quando
comparada ao grupo TetO-HPBCD (Figura 19 A). Porém ndo foi observada
diferenca significante nos niveis de Erk 42/44 total no musculo (Figura 19 C) e
Erk 42/44 fosforilada no tecido adiposo (Figura 19 B).
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Figura 20 — Erk 42/44 (MAPK) total e fosforilada dos grupos TetO-Ang-1-7 (n=6) e
TetO-HPBCD (n=6) ao termino do tratamento com 100 pg de Ang-(1-7) por Kg PC. (A)
Western blotting para Erk 42/44 total no tecido adiposo (B) Western blotting para Erk
42/44 fosforilada no tecido adiposo (C) Western blotting para Erk 42/44 total no musculo
esquelético. Os dados representam média £ EPM e foram analisados através do teste-T
de Student. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.9 Real time PCR para Angiotensinogénio e TNF- «

A expressdo génica da citosina pro-inflamatéria TNF-a e do
angiotensinogénio foi avaliada no tecido adiposo e no musculo esquelético.
Observamos que o grupo TetO-Ang-(1-7) apresentou uma menor expressao do
TNF-a tanto no tecido adiposo quanto no musculo comparado ao grupo TetO-
HPBCD (Figuras 20 A e C). A andlise do angiotensinogénio mostrou uma
diminuicao significativa no masculo (Figura 20 D) dos animais tratados com Ang-
(1-7) sem diferenca significativa nos niveis expressos no tecido adiposo (Figura
20 B).
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Figura 21 — Real time PCR dos grupos TetO-Ang-1-7 (n=7) e TetO-HPBCD (n=7) ao
termino do tratamento com 100 pg de Ang-(1-7) por Kg PC. (A) Expressdo do RNAm do
TNF-a no tecido adiposo (B) Expressdo do RNAm do angiotensinogénio no tecido
adiposo (C) Expressdo do RNAmM do TNF-a no musculo esquelético (D) Expressao do
RNAmM do angiotensinogénio no musculo esquelético. Os dados representam média +
EPM e foram analisados através do teste-T de Student. Foi considerado
estatisticamente significante p<0.05.
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5.2.10 Histologia renal — coloracdo hematoxilina-eo  sina

A analise histoldgica renal mostrou que o animais do grupo TetO-Ang-(1-
7) possuem uma visivel reducao da lesédo renal uma vez que se pode observar

menor dilatacado glomerular e dos vasos.

C

Figura 22 — Analise histoldgica renal pela técnica de hematoxilina-eosina dos
animais SD (n=5) TetO-Ang-1-7 (n=5) e TetO-HPBCD (n=5) ao termino do tratamento
com 100 uyg de Ang-(1-7) por Kg PC. (A) imagem ilustrativa animais controle SD (B)
imagem ilustrativa animais controle TetO-HPBCD (C) imagem ilustrativa animais
controle TetO-Ang-(1-7).
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5.2.11 Histologia renal — coloracgao sirius red

A andlise histologica renal mostrou que o animais do grupo TetO-Ang-(1-
7) possuem uma visivel reducdo da lesdo renal uma vez que pode-se observar

menor deposi¢ao de coldgeno apds coloracao histolégica com sirius red.

Figura 23 — Andlise histologica renal pela técnica de sirius red dos animais SD
(n=5) TetO-Ang-1-7 (n=5) e TetO-HPBCD (n=5) ao termino do tratamento com 100 ug
de Ang-(1-7) por Kg PC. (A) imagem ilustrativa animais controle SD (B) imagem
ilustrativa animais controle TetO-HPBCD (C) imagem ilustrativa animais controle TetO-
Ang-(1-7).
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6- Discussao
Ha muitas décadas diversos estudos tém demonstrado a importancia do
SRA na homeostasia e regulacdo do sistema cardiovascular. As aplicacbes
clinicas dos conhecimentos obtidos sdo evidentes quando avaliamos o0s
beneficios do uso dos antagonistas do receptor AT, de angiotensina Il e dos
inibidores de ECA para o tratamento da hipertensao arterial (Khosla and Black
2006; Mehta and Griendling 2007). Os estudos clinicos com os inibidores de
ECA mostraram que, além dos beneficios para o sistema cardiovascular, essas
drogas geram uma melhora no metabolismo do tecido adiposo e reducédo do
peso corporal, o que levou a importantes investigacdes sobre o papel da Ang Il
na regulacao lipidica e glicémica. No entanto, o papel do eixo Ang-(1-7)/Mas,
caracterizado como importante contra-regulador do eixo Ang IlI/AT; (Santos,
Campagnole-Santos et al. 2000), havia sido pouco estudado. O presente estudo
buscou avaliar a importancia da Ang-(1-7) e seu receptor especifico, Mas, no

metabolismo glicémico e lipidico em ratos normais e diabéticos.

A primeira etapa deste trabalho consistiu na avaliagdo metabdlica de
camundongos da linhagem FVB/N knockouts para o receptor Mas. Os resultados
mostraram que a auséncia do receptor da Ang-(1-7) induziu um estado de
desordem metabdlica semelhante ao quadro da sindrome plurimetabdlica
humana, com aumento da massa adiposa, resisténcia a insulina, intolerancia a
glicose e dislipidemia, dentre outros achados (Santos, Fernandes et al. 2008).
Neste contexto, os objetivos seguintes foram avaliar se 0 aumento dos niveis
circulantes de Ang-(1-7) seriam capazes de alterar o metabolismo glicémico e
lipidico de ratos, tanto no estado basal (sem a presenca de doencas) quanto em

animais com alguma alteracao que envolvesse desregulacdo metabodlica.
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O modelo escolhido para avaliar o papel do aumento crénico da Ang-(1-

7) foi o rato transgénico da linhagem TGR-L3292 que possui a inser¢cao genética
de um *“construct” composto por um promotor inespecifico e a sequéncia do
peptideo Ang-(1-7) (Santos, Ferreira et al. 2004), o que faz com que esse
heptapeptideo seja expresso e produzido de forma independente da cascata
enzimatica do SRA. A caracterizacdo inicial da expressdo génica deste
“construct” mostrou que sua expressao foi direcionada, principalmente, para o
testiculo, induzindo um aumento de 2,5 vezes na concentracdo de Ang-(1-7) na
circulacdo, sendo esse 0rgao entdo caracterizado como uma bomba de infusdo
biologica (Santos, Ferreira et al. 2004). Esse modelo foi utilizado em diversos
estudos prévios mostrando que o0 aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7)
gera efeito cardioprotetor, atenuando a hipertrofia cardiaca e a arritmia de
reperfusdo, diminuindo a deposicdo de proteinas da matriz extracelular e
reduzindo a resisténcia periférica total e, ainda, melhorando a funcdo renal
(Santos, Ferreira et al. 2004; Ferreira, Pinheiro et al. 2006; Botelho-Santos,

Sampaio et al. 2007; Nadu 2008).

O modelo patoldgico escolhido para avaliacdo do papel da Ang-(1-7) na
prevencao e reversao de alteragcdes metabdlicas foi o diabetes melito do tipo 2,
uma vez que o diabetes e a resisténcia a insulina, uma doenca com alta
prevaléncia mundial, estdo associados principalmente a obesidade, dislipidemia
e doencas cardiovasculares (Dandona, Aljada et al. 2005; Goebel and Schulz
2006). Com esse intuito escolhemos um novo modelo de rato transgénico que
desenvolve diabetes do tipo 2. Esse animal foi produzido pela insercdo de um
“construct” dotado de um promotor inespecifico, um sitio sensivel a tetraciclina e
uma sequéncia de shRNA que induz o blogueio da producéo do receptor de

insulina (Kotnik, Popova et al. 2009). Assim, esse modelo torna possivel a
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realizacdo de manobras, como a inducédo do quadro de resisténcia a insulina e

diabetes (através da inibicdo da expressdo do receptor de insulina) pela
administracdo de antibioticos da classe das tetraciclinas, e ao mesmo tempo
permite a reversao do quadro (quando necessario) através da interrupcédo do
tratamento (Kotnik, Popova et al. 2009). Esses animais foram tratados com Ang-
(2-7) incluida em  Hidroxipropil-p-ciclodextrina  (HPBCD), formulagéo
desenvolvida e patenteada pelo departamento de quimica da UFMG em parceria
com o laboratorio de hipertensdo onde o presente trabalho foi desenvolvido
(Lula, Denadai et al. 2007). A escolha se baseou na aplicabilidade clinica da
formulacdo, uma vez que essa pode ser administrada por via oral e

comprovadamente aumenta os niveis circulantes de Ang-(1-7).

Até 0 momento os estudos sobre o envolvimento do SRA no metabolismo
tém sido centrados nas acdes da Ang Il e insulina. Atualmente é bastante claro
gue a Ang Il tem um importante efeito no metabolismo glicémico e nas acdes da
insulina, aumentando a ativacdo da via proliferativa (MAPK) e diminuindo a
ativacdo da via metabodlica PI3K/Akt (Folli, Kahn et al. 1997; Boustany,
Bharadwaj et al. 2004; Giacchetti, Sechi et al. 2005; Carvalho-Filho, Carvalheira
et al. 2007). O efeito da Ang Il na via metabdlica (PI3K/Akt) € mediado pelo
aumento da fosforilagcdo em serina do receptor de insulina, do IRS-1 e da P-85,
além da inducdo de menor fosforilacdo em tirosina do IRS-1 (Folli, Kahn et al.
1997). A Ang Il também inibe a estimulacdo da comunicacéo entre o IRS-1 e a
via da PI3K, diminuindo assim a atividade intrinseca da PI3K associada com o
complexo P85/P110 (Folli, Kahn et al. 1997). Esses mecanismos alterados estao
correlacionados com o aumento dos niveis de AGT e Ang Il no quadro de
resisténcia a insulina. Em individuos sadios, a perfusdo subcutanea no tecido

adiposo com Ang Il por microdialise leva a inibicdo da captacdo de glicose
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(Boschmann, Ringel et al. 2001). Recentemente foi descrito que o tratamento

com Ang-(1-7) através de mini-bombas osmoticas em ratos tratados com dieta
rica em frutose pode melhorar a sensibilidade insulinica e o0 aumento da pressao;
neste modelo a Ang-(1-7) foi capaz de normalizar a diminuicdo da sinalizacdo da
via composta pelo receptor de insulina/IRS-1/PI13K/Akt, aumentando assim a

ativacado da via metabdlica (Giani, Mayer et al. 2009).

Esses novos achados estdo em acordo com as observacdes obtidas em
nosso estudo que mostraram que os camundongos Mas-Knockout apresentam
uma piora do metabolismo glicémico (Santos, Fernandes et al. 2008). Além disso
nossos resultados mostraram que os ratos TGR-L3292 possuem maior
sensibilidade a insulina, aumento da tolerancia a glicose e maior resposta ao
estimulo insulinico no teste de captacdo a glicose pelo tecido adiposo. No
entanto, os resultados mais contundentes foram encontrados nos animais TetO-
Ang-(1-7), que apresentaram uma reversao do quadro de diabetes com melhora
de todos os parametros glicémicos avaliados com diminuicdo das lesdes e
alteracdes induzidas por essa doenca. Em conjunto, esses resultados
corroboram com a hipétese de que a Ang-(1-7) melhora a sinalizacdo da via
metabdlica insulinica e diminui a ativacdo da via proliferativa. Os resultados
obtidos por Western blotting complementam esses dados mostrando que tanto
nos ratos transgénicos TGR-L3292 quanto nos TetO-Ang-(1-7) ocorre um
aumento da ativacéo da via da PI3K/Akt acompanhado de uma diminuicdo da via
da MAPK nos animais TetO tratados com Ang-(1-7) por via oral. A auséncia de
alteracéo nos valores da glicemia basal e no glicogénio muscular dos ratos TGR-
L3292 indica que o eixo Ang-(1-7)/Mas pode ter uma funcdo proeminente na

regulacdo do metabolismo glicidico principalmente mediante alteracbes na
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homeostasia glicémica como acontece no estimulo insulinico e na aplicacédo

de glicose.

Nos ultimos anos o tecido adiposo tem sido descrito como um importante
orgdo endocrino capaz de liberar diferentes adipocinas que apresentam
relevantes acdes na regulacdo do metabolismo lipidico e glicémico e podem
atuar como moduladoras da ingestdo alimentar (Trayhurn and Beattie 2001;
Guerre-Millo 2004). A adiponectina é uma das mais importantes adipocinas e foi
reconhecida como uma reguladora chave da sensibilidade insulinica e do
processo inflamatorio tissular. Essa adipocina apresenta importantes acées no
figado, masculo esquelético e na vasculatura, com um papel proeminente na
sensibilidade insulinica hepatica, no aumento da oxidacdo energética dos
combustiveis e diminuindo a inflamacdo vascular (Guerre-Millo 2004; Havel
2004). Diferentemente das outras adipocinas, 0s niveis circulantes e a secrecao
de adiponectina sdo inversamente proporcional ao conteddo de massa gorda
corporal. Os valores circulantes estdo importantemente reduzidos em individuos
com diabetes, obesos e com doencas arteriais coronarianas (Havel 2004,
Rothenbacher, Brenner et al. 2005). A adiponectina antagoniza varios efeitos do
TNF-a e este, por sua vez, suprime a producdo de adiponectina (Whitehead,
Richards et al. 2006). Nesse estudo foi observado um aumento importante nos
niveis circulantes de adiponectina no rato TGR-L3292 e também na producao
por adipocito (niveis circulantes corrigidos pela massa de tecido adiposo), que foi
confirmada pelo aumento da expressdo do mRNA para adiponectina no tecido
adiposo. Esse resultado pode explicar, pelo menos parcialmente, o aumento da
sensibilidade insulinica e tolerdncia a glicose observadas neste modelo,
indicando a participacdo da Ang-(1-7) na regulacéo da secrecao e producao de

adipocinas. Em acordo com esses dados, foi observado também que os animais
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Mas-knockout apresentam uma diminuicdo na secrecdo de adiponectina

(Santos, Fernandes et al. 2008). Estudos futuros envolvendo cultura primaria de
adipdcitos, obtidas de animais com alteracdes no eixo Ang-(1-7)/Mas podem vir a
ser pecas fundamentais para analise dos mecanismos envolvidos nessa possivel

regulacédo da secrecao de adipocinas.

E bem claro na literatura que a producéo hormonal do tecido adiposo esta
bastante alterada em individuos obesos, ocorrendo aumento da producdo de
leptina e diminuicdo dos niveis de adiponectina (Weyer, Funahashi et al. 2001).
Uma vez que pacientes em uso de inibidores da ECA possuem niveis de
adiponectina restabelecidos, acredita-se que o aumento nos niveis de Ang Il seja
um fator importante na inibicdo da sintese dessa adipocina, assim como ela &
fundamental na maturacdo de pré-adipdcitos (Furuhashi, Ura et al. 2003). Dessa
forma, a auséncia do receptor Mas pode ser responsavel também pela menor
sintese de adiponectina nos animais KO-Mas, por potencializar o efeito da Ang Il
devido a auséncia da acdo contraregulatoria da Ang-(1-7), ou mesmo pela
auséncia de uma via direta que possa desencadear uma cascata de sinalizacao

pela ativacao do receptor Mas.

Véarios componentes do SRA, incluindo o receptor Mas, sdo produzidos
localmente pelo tecido adiposo (Rankinen, Gagnon et al. 1999; Giacchetti, Faloia
et al. 2002). Nesse tecido e no figado de ratos SD a glicose possui efeito
estimulante e a insulina efeito inibidor para a expressao de AGT (Gabriely, Yang
et al. 2001). Também foi demonstrado que em ratos obesos o efeito de
estimulos nutricionais estd aumentado devido ao quadro de resisténcia a insulina
gue por sua vez gera supressao de seu efeito (Jones, Standridge et al. 1997).
De acordo, camundongos KO-Mas apresentam resisténcia a insulina e

intolerancia a glicose com aumento da glicemia de jejum . Um estudo com ratos
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obesos Zucker mostrou um aumento na expressao e secrecdo do AGT pelos

adipdcitos (Hainault, Nebout et al. 2002). Sabe-se que o aumento dos niveis de
AGT €& um importante modulador da diferenciacdo dos pré-adipdcitos,
especialmente porque a Ang Il tem um papel fundamental neste processo. Em
nosso estudo, também foi observado que a deficiéncia do receptor Mas em
camundongos leva a um aumento significante da expressdo do AGT no tecido
adiposo (Santos, Fernandes et al. 2008), sugerindo que o eixo Ang-(1-7)/Mas
participe dessa regulacdo. Corroborando essa hipotese foi observado uma
grande reducéo da expressao do AGT no tecido adiposo dos ratos TGR-L3292 e
no musculo dos animais do grupo TetO-Ang-(1-7).

Acredita-se que a Ang Il exerca efeito na adiposidade pela regulacdo da
sintese e armazenamento de lipideos, aumentando o conteudo de triglicérides e
alterando a atividade de enzimas lipogénicas (sintase de &acidos graxos e
glicerol-3-fosfato desidrogenase) (Strazzullo and Galletti 2004). Assim, a Ang |l
pode estimular a maturacdo adipocitaria, enquanto, paralelamente, aumenta a
degradacédo lipidica. Considerando o0s resultados obtidos neste estudo,
observamos que apesar de possuir um consumo de comida igual ao do grupo
controle, os animais TGR-L3292 apresentam uma importante diminuicdo da
massa de tecido adiposo abdominal, sem evidéncia de atrofia dos adipdcitos,
uma vez que a analise histolégica mostrou nédo haver alteracdo no diametro dos
mesmos. Essa diminuicdo da massa adiposa pode explicar, pelo menos
parcialmente, a diminuicdo do peso corporal apresentada por esses animais. A
auséncia de alteracdes na ingestao alimentar indica que as mudancas no peso
de massa gorda néo foram induzidas por apetite diminuido e sim por alteracdes
na regulacdo metabolica e despéndio energético. Esses resultados estdo em

acordo com os estudos de Jayasooriya e colaboradores (Jayasooriya, Mathai et
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al. 2008) que demonstraram que a delecéo do gene da ECA em camundongos

leva a um aumento do gasto energético com reducédo da massa gorda associado
a um aumento dos niveis de Ang-(1-7) circulantes. No mesmo sentido, foi
observado que os camundongos KO-Mas possuem aumento da massa da
adiposa, evidenciando o papel deste receptor na regulacdo do balanco
energético (Santos, Fernandes et al. 2008). Em sintese, todas as evidéncias
apresentadas indicam que o SRA possui um papel importante no controle da
massa do tecido adiposo. E valido ressaltar que os animais TetO-29 ndo s&o um
bom modelo para a andlise da massa do tecido adiposo, uma vez que o0 quadro
severo de diabetes observado induziu grande perda dos estoques energéticos
praticamente eliminando este 6rgao e alterando as caracteristicas fenotipicas e
fisiolégicas do mesmo.

A leptina € uma importante adipocina correlacionada com o controle da
saciedade, ingestao alimentar, peso corporal e massa adiposa (Caro, Sinha et al.
1996). Apesar dos animais TGR-L3292 apresentarem diminuicdo da massa
adiposa, os niveis de leptina circulante foram iguais aos do grupo controle SD,
mostrando que a producado por adipécito esta aumentada, provavelmente para
manter assim 0s niveis circulantes normais. Esse fato pode explicar a auséncia

de alteracdo no consumo de comida observado nesses animais.

As associacoes entre inflamacao, diabetes melito do tipo 2 e obesidade ja
vém de longa data, porém estudos recentes ampliaram esse conhecimento e
foram encontrados varios marcadores de processos inflamatdrios associados
com a resisténcia a insulina (Dandona, Aljada et al. 2005; Cassis, Police et al.
2008). Estudos recentes mostram que o tecido adiposo produz varias citocinas,
como o TNF-a, que pode estar relacionado a resisténcia a insulina em modelos

experimentais e tém papel fundamental na patogénese dessa doenca (Shoelson,
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Lee et al. 2006). Sabe-se que a auséncia do TNF-a ou de seus receptores

resulta em melhora significativa da sensibilidade a insulina em camundongos
com obesidade induzida por dieta, hipotalamica ou genética (Uysal, Wiesbrock et
al. 1997; Ventre, Doebber et al. 1997). Os dados obtidos com os animais TetO-
29 tratados com Ang-(1-7) mostraram uma importante diminuicdo da expressao
de TNF-a no tecido adiposo e muscular sugerindo que Ang-(1-7) pode alterar a
producéo de citocinas pro-inflamatorias.

O papel do SRA no metabolismo lipidico tem sido bastante estudado, mas
muitos aspectos continuam controversos. Nos dias atuais € bastante claro que
os bloqueadores do eixo Angll/AT; (ECA e ARBs) podem prevenir a
aterosclerose e diminuir os niveis circulantes de triglicérides e colesterol (Prasad
and Quyyumi 2004; Strazzullo and Galletti 2004; Giacchetti, Sechi et al. 2005;
Kyvelou, Vyssoulis et al. 2006; Santos, de Picoli Souza et al. 2008); (Katsuya,
Horiuchi et al. 1995; Jones, Standridge et al. 1997; Strazzullo and Galletti 2004;
Cassis, Police et al. 2008). Os animais TGR-L3292 apresentaram uma grande
diminuicdo nos niveis circulantes de triglicérides e colesterol total, indicando que
a Ang-(1-7) pode regular os niveis lipidicos circulantes. Este resultado pode ser
atribuido, pelo menos em parte, ao grande aumento nos niveis circulantes de
adiponectina, uma vez que essa adipocina possui um papel chave na regulacao
lipidica (Altinova, Toruner et al. 2007; Rodriguez, Catalan et al. 2007). Outra forte
evidéncia de que a Ang-(1-7) age na regulacdo do metabolismo lipidico é o
aumento dos niveis circulantes de colesterol HDL e diminui¢cdo do LDL no grupo
TetO-Ang-(1-7). Esses dados estdo de acordo com o aumento dos niveis
plasmaticos de triglicérides e colesterol total observados nos camundongos Ko-

Mas (Santos, Fernandes et al. 2008).
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Outra importante proteina envolvida no metabolismo do tecido adiposo

€ a aP2 também chamada de ALBP (lipid-binding protein), que pertence a familia
das proteinas citosolicas relacionadas a captacdo de cadeias longas de acidos
graxos (Ockner 1990; Melki and Abumrad 1993; Gregoire, Smas et al. 1998). Ja
foi previamente demonstrado que, em ratos com diabetes induzida por
estreptozotocina, os niveis dessa proteina estdo fortemente diminuidos (Melki
and Abumrad 1993). Nos animais TGR-L3292 foi observado um importante
aumento da expressdao do mRNA da aP2 no tecido adiposo. Esse dado
associado a diminuicdo da massa de tecido adiposo e diminuicdo dos
triglicérides e colesterol plasmaticos no TGR-L3292 indicam um metabolismo
lipidico melhorado nos adipdécitos desses animais.

A andlise do perfil fisiolégico e metabdlico do grupo TetO-Ang-(1-7)
mostra uma melhora geral dos parametros avaliados, com diminuicdo da
diurese, melhora do perfil lipidico, reestabelcimento dos niveis circulantes de
leptina e uma importante diminuicdo da leséao renal evidenciada pelas analises
histolégicas; parametros esses que se encontram comumente prejudicados em
individuos com altos niveis de glicose circulante ou em modelos experimentais
de diabetes. Podemos concluir assim que o tratamento com Angiotensina-(1-7),
por via oral, previniu ou reverteu essas alteracdes principalmente por impedir a

instalacéo da hiperglicemia e por ter melhorado a sensibilidade insulinica.
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7- Conclusao

Em sintese, nossos resultados mostraram que o aumento cronico dos
niveis circulantes de Ang-(1-7), tanto por administragdo oral quanto no rato
transgénico com superexpressdo de Ang-(1-7), pode melhorar o metabolismo
lipidico e glicémico e regular a massa adiposa, corroborando os dados
observados nos animais Ko-Mas. Os mecanismos envolvidos nesse processo
parecem estar relacionados com a regulagdo da producdo de adipocinas,
aumento da atividade da via da Akt e diminuicdo da via da MAPK. Além disso, 0s
resultados evidenciam que o aumento crénico desse peptideo na circulagdo nao

induz sinais de taquifilaxia com perda dos efeitos metabdlicos.

Considerando que resultados comparaveis foram obtidos em espécies e
modelos metodoldgicos diferentes, utilizando camundongos Ko-Mas, ratos TGR-
L3292 com superexpressao de Ang-(1-7) e ratos diabéticos TetO-29 tratados
com Ang-(1-7), conclui-se que o papel da Ang-(1-7), atuando via receptor Mas,
exerce grande influéncia no metabolismo lipidico e glicémico de roedores.

Esses achados tém também uma grande relevancia clinica, uma vez que
a Ang-(1-7) € um componente natural da circulacdo humana. Dessa forma, a
ativacdo do eixo Ang-(1-7)/Mas aparece como uma promissora manobra
terapéutica para tratamento de doencas relacionadas com a desregulacao
metabdlica, principalmente pelo fato de que a administracdo oral induziu a

prevencao e reversao do quadro de diabetes.
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