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RESUMO

Caminhotto RO. Bloqueadores farmacolégicos do sistema renina-angiotensina e a
regulacdo do metabolismo de adipdcitos isolados. [dissertacdo (mestrado em
Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2014.

O sistema renina-angiotensina (SRA) € longamente reconhecido como um
importante regulador da pressao arterial sistémica e da homeostase hidroeletrolitica
e seus bloqueadores farmacolégicos sdo importantes ferramentas para o tratamento
da hipertensdo. Porém, dados recentes apontam para a participacdo do SRA em
processos metabdlicos, devido a sua presenca local em tecidos metabolicamente
ativos, como o tecido adiposo, e sugerem que tais tecidos também poderiam ser
alvos dos bloqueadores do SRA. Por isso, investigamos possiveis efeitos diretos de
bloqueadores do SRA no metabolismo celular de adipdcitos isolados. Para isso,
adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos Wistar foram tratados com
doses néo toxicas de inibidores de renina (Alisquireno) ou ECA (Captopril) ou um
antagonista do receptor AT1 (Losartan). Apos 24 horas, as capacidades lipoliticas,
lipogénicas e oxidativas foram estudadas em seus respectivos estados espontaneo
e estimulado. Ainda, a expressédo génica de PPARy, e de componentes do SRA,
também foi avaliada. Como resultados, o farmaco Alisquireno, aumentou a relagéo
entre oxidacdo de glicose e incorporacdo desse substrato em lipideos frente a
estimulo de insulina, enquanto o Captopril diminuiu a incorporacdo de glicose em
lipideos, particularmente na fracéo glicerol do TAG mediante estimulo com insulina,
bem como diminuiu a expressao génica de receptor de (pré) renina. Por fim, nenhum
dos farmacos foi capaz de alterar a capacidade lipolitica estimulada pelo agonismo
B-adrenérgico, expressao génica dos outros componentes do SRA estudados e do
fator de transcricdo PPARy. Como conclusédo, os farmacos Captopril e Alisquireno
podem modular o metabolismo lipogénico e oxidativo de adipdécitos isolados, mas de
maneiras diferentes.

Palavras-chave: Adipdcitos. Sistema Renina-Angiotensina. Lipogénese. Lipdlise.
Glicose



ABSTRACT

Caminhotto RO. Pharmacological blockers of the renin-angiotensin system and the
regulation of the metabolism in isolated fat cells. [Masters thesis (Human
Physiology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo; 2014.

The renina-angiotensin system (RAS) have been well recognized as an important
regulatory mechanism of blood pressure and hydroelectrolytic homeostasis while its
pharmacological blockers are significant tools in the treatment of hypertension.
However, recent data indicate a RAS participation in metabolic process, due its local
presence in tissues, like the adipose tissue, and suggests that these tissues could be
targets of RAS blockers. Therefore, we have studied the possible effects of
pharmacological RAS blockers in isolated fat cells. Therefore, fat cells were isolated
of epididymal fat pad and treated with non toxic doses of renin inhibitor (Aliskiren) or
ACE inhibitor (Captopril) or AT1 receptors blocker (Losartan). After 24 hours, the
lipolytic, lipogenic and oxidative capacity were tested in their respective spontaneous
and stimulated states. Also, gene expression of PPARy and RAS components were
verified. The results showed Aliskiren increases the relation between oxidation and
lipogenesis from glucose, whereas Captopril decreased glucose lipid incorporation,
especially in glicerol fraction of triglyceride when insulin stimulus exists. Renin
receptor gene expression was decreased by Captopril, while no more alterations
happened in other RAS components or PPARy with any treatment. As a conclusion,
Captopril and Aliskiren can directly modulate lipogenic and oxidative metabolism of
isolated fat cells, but in a different way.

Keywords: Fat cells. Renin-angiotensin system. Lipogenesis. Lipolysis. Glucose
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Renina-Angiotensina

A histéria do sistema renina-angiotensina se inicia em 1898, com a
descoberta da renina em estudos realizados no Instituto Karolinska, na Suécia, por
Robert Tigerstedt e seu estudante, Per Bergman. Os trabalhos de Richard Bright
(1789-1858) e Charles Brown-Sequard (1817-1894) foram as principais influéncias
de Tigerstedt. Bright foi o primeiro a demonstrar, através da observacdo de
pacientes, correlacdo entre doenca renal e hipertensdo. Por sua vez Brown-
Sequard, o pai da endocrinologia moderna, foi autor da teoria de que muitos érgaos
secretavam substancias ativas na circulacdo e iniciou pesquisas com extratos de
tecidos. Tendo em vista a conexao intima entre as doencas renais e cardiacas e o
advento da endocrinologia moderna, Ihe pareceu possivel investigar a presenca de
uma possivel substancia derivada dos rins que poderia influenciar o sistema
circulatorio (Basso, Terragno, 2001; Marks, Maxwell, 1979).

Com a hipotese formada, Tigerstedt e Bergman (1898) demonstraram efeitos
pressoricos de uma substancia encontrada em extratos renais, e denominaram essa
substancia de renina. Entretanto, essa descoberta passou despercebida até que em
1934, quando Harry Goldblatt criou a classica metodologia de hipertenséo
experimental renovascular em cées, através de pincamentos das artérias renais. Em
anos seguintes, por volta de 1936, simultdneas pesquisas realizadas na Escola de
Medicina de Buenos Aires e nos laboratérios de Eli Lilly, em Indinapolis,
descreveram a presenca de um novo componente no sangue venoso de rins sob
isquemia. Apos extracdo do sangue, foi demonstrado que o novo agente possuia um
efeito constritor passageiro. A concluséao final foi que a renina agia enzimaticamente
em uma proteina plasmatica e produzia a nova substancia. Em Buenos Aires ela foi
chamada de hipertensina e nos Estados Unidos, angiotonina. Em 1958, ap6s acordo
entre 0s pesquisadores, a substancia foi chamada de angiotensina (Basso,
Terragno, 2001; Marks, Maxwell, 1979).

A enzima renina possui 0 aparelho justa glomerular renal como seu principal
local de sintese. Ela é secretada através de estimulos locais e sistémicos, como
diminuicdo da carga de sddio na macula densa e aumento da atividade simpatica

renal. Na circulacdo, ela metaboliza seu Unico substrato, o angiotensinogénio (AGT),
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encontrado, sobretudo no plasma, e o converte a um decapeptideo, a angiotensina |
(ANG 1). Posteriormente, a ANG | é convertida em um octapeptideo, chamado de
ANG I, pela acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) que esta presente
principalmente em células endoteliais, mas também na circulacéo sistémica. Apesar
de atualmente ndo haver efeitos biol6gicos descritos da ANG |, a ANG Il tem
importantes agBes demonstradas. Através de receptores de membrana acoplados a
proteinas G, denominados AT1 e 2, a ANG Il provoca aumento da pressao e volume
vascular por estimular vasoconstricdo, remodelacdo vascular, retencdo de saédio,
sede e sintese e secrec¢do de aldosterona pelo cortex da adrenal (Bader, 2010).

No inicio da ultima década, foi identificada uma enzima homéloga a ECA, a
ECA 2. Esta, também é expressa em endotélios e pode ser secretada na circulacgéo.
Em contraste com a ECA, a ECA 2 apresenta maior seletividade quanto ao seus
locais de sintese, sendo em humanos expressa principalmente em coragéo, rins e
testiculos. Em sua acao enzimatica, a ANG | é convertida em ANG 1-9, que pode ser
convertida em ANG 1-7 pela agdo da ECA. Também, a ECA 2 pode agir em ANG I,
convertendo-a em ANG 1-7. Dessa forma, em geral, a maior atividade da ECA 2
estimula a geracédo de ANG 1-7 (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000).

A ANG 1-7 € um ligante endogeno do receptor MAS. O receptor MAS é
acoplado a proteinas G e até pouco tempo era considerado um receptor “6rfao”.
Acredita-se que a ANG1-7 e seu receptor MAS sejam antagonistas fisiolégicos da
ANG Il e seus receptores AT1, sendo um alvo promissor para intervencdes
farmacoldgicas (Kostenis et al., 2005; Santos et al., 2003).

Nesse sentido, bloqueadores farmacologicos do Sistema Renina-Angiotensina
(SRA) séo utilizados de forma classica no tratamento da hipertensao arterial
sistémica. A esta classe de farmacos pertencem os inibidores de ECA (como
captopril, enalapril, lisinopril, etc), os antagonistas de receptores AT1 (como losartan,
candesartan, valsartan, etc) e mais recentemente os inibidores de renina, que
tiveram sua primeira aprovacdo pela FDA em 2007, com o Hemifumarato de
Alisquireno, unico exemplar disponivel no mercado (Bader, 2010; Jesen et al., 2008).

Contudo, ndo apenas beneficios na pressao arterial foram encontrados com
o bloqueio farmacolégico do SRA, mas também melhora de aspectos metabdlicos.

Ja foi demonstrado, por exemplo, que tanto inibidores de ECA quanto a
administracdo de Alisquireno sao eficazes em limitar o ganho de adiposidade e

melhorar o quadro de resisténcia a insulina sistémica em modelos de obesidade e



12

diabetes tipo Il (lwai et al., 2010; Kloet et al., 2009; Oh et al., 2012; Santos et al.,
2009; Stucchi et al., 2009). Bloqueadores do receptor AT1 e ECA do mesmo modo
proporcionaram uma melhora de sensibilidade a insulina sistémica acompanhada da
diminuicdo do volume dos adipdcitos (Furuhashi et al., 2004). Algumas evidéncias
apontam para acdes diretas destes farmacos em tecidos metabolicamente ativos,
como musculo, figado e tecido adiposo, melhorando captacdo de glicose e
sinalizagdo de insulina (Carvalho et al., 1997; Carvalho et al., 1998; Fujimoto et al.,
2004; Moises et al., 2003). Além disso, alteracbes em mecanismos de regulacdo dos
principais eventos metabdlicos de adipécitos ja foram demonstradas com o
tratamento com inibidores de ECA em animais (Oh et al., 2012; Santos et al., 2009).

1.2 Metabolismo de adipdcitos

Os triacilglicerois (TAG) sdo, quantitativamente, a forma de armazenamento
mais importante de energia para as células eucarioticas (Cases, et al., 1998), uma
vez que sua completa oxidacdo gera mais que o dobro de energia do que o mesma
guantidade de carboidratos e proteinas. Além disso, eles ndo precisam de agua
como solvente, sendo depositados no citoplasma celular em goticulas lipidicas-que
nao apresentam nenhum efeito sobre a osmolaridade citoplasmatica (Turkish e
Sturley, 2008).

Nesse contexto metabdlico, os adipdcitos possuem marcante contribuicdo por
sua capacidade em armazenar TAG em gotas lipidicas especializadas e a gordura
corporal € um resultado entre o balanco de deposicdo e remocédo do TAG no tecido
adiposo (Langin, 2011).

O aumento simultaneo de insulina, glicose e lipidios durante as refeicdes
estimulam a formacédo de TAG em células adiposas (Ahima, 2006). A formacao de
TAG é denominada de lipogénese e compreende a biossintese, a incorporacéo e o
armazenamento do TAG. A formacdo de TAG ocorre pela esterificacdo de acidos
graxos a moléculas de glicerol-3-fosfato. Apesar do conceito simples, consideracdes
devem ser feitas a cerca das fontes desses substratos.

Em seres humanos, a principal fonte de acidos graxos sdo os quilomicrons,
de origem intestinal, e as VLDL, lipoproteinas hepaticas ricas em TAG. Os adipécitos
expressam uma enzima chamada de lipase de lipoproteinas, capaz de hidrolisar o

TAG presente nessas lipoproteinas circulantes. Apds sua sintese, a lipase de
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lipoproteinas é secretada para o intersticio circundante e transportada até a face
luminal das células endoteliais dos capilares, onde encontra seu substrato nas
lipoproteinas plasméticas (Davies et al., 2012).

Apesar disso, as células adiposas, também podem sintetizar acidos graxos,
principalmente em roedores, que ingerem a maior parte de sua energia sob a forma
de carboidratos. A processo é chamado de sintese de novo de &cidos graxos. As
reacdes para sintese de novo de &cidos graxos sao catalisadas no citoplasma pelas
enzimas acetil-CoA carboxilase e pelo complexo acido graxo sintetase (FAS). Sob
condicdes lipogénicas, o0 excesso de glicose é convertido em piruvato pela glicélise.
O piruvato é convertido em acetil-coenzima A e pode ser transportado como citrato
da mitocbndria para o citoplasma. Neste passo, a molécula de citrato pode sofrer a
acao de duas enzimas. A ATP citrato-liase que reconverte o citrato em acetil-CoA e
oxalacetato. A outra enzima € a ja citada acetil-CoA carboxilase, que catalisa a
carboxilacdo de acetil-CoA, que se converte em malonil-CoA em uma via
independente de ATP. Por sua vez, as moléculas resultantes das reac¢des acima,
acetil-CoA e malonil-CoA, sao utilizadas como substratos para producdo de
palmitato por sete reacdes enzimaticas catalisadas pela FAS. Para isso, a FAS
utiliza NADPH como agente redutor na sintese de palmitato, geralmente gerado pela
enzima malica e via das pentoses (Sul, Wang, 1998).

Assim que captados ou produzidos, os acidos graxos sdo incorporados em
TAG. A esterificacdo em glicerol-3-fosfato ocorre através de varias reacdes
enzimaticas, onde destacamos a enzima glicerol 3-fosfato aciltransferase, que
possui sua atividade modulada de forma concordante com a regulacéo da sintese de
TAG e estimulacao por insulina (Vila et al., 1990; Wendel et al., 2009).

Por sua vez, o glicerol-3-fosfato, por premissa, ndo pode ser formado apenas
pela fosforilacdo de glicerol no tecido adiposo branco, uma vez que possui baixa
atividade da enzima glicerol quinase. Por isso, ele deve ser gerado através glicose,
ou mesmo de outros substratos néo glicidicos, como lactato, piruvato e aminoacidos,
através da gliceroneogénese (Reshef et al., 2003).

A gliceroneogénese € descrita como via dominante na sintese in vivo de
glicerol-3-fosfato no tecido adiposo de ratos, mesmo quando o substrato energético
original é a glicose, que tende a avancar na via glicolitica e ciclo de Krebs até ser
convertida em oxaloacetato que retorna da matriz mitocondrial e € convertido em

fosfoenolpiruvato, pela acdo da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
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gue passa a seguir o sentido inverso da glicélise devido a enzimas que catalisam
reacdes reversiveis para gerar di-hidroxiacetona-fosfato que € convertido em
glicerol-3-fosfato pela acdo da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH)
(Nye et al., 2008).

Uma vez armazenada, a gordura, sob a forma de TAG, pode ser mobilizada e
suprir a demanda energética. Situacbes como a queda da concentracdo de insulina
durante o jejum desencadeia a mobilizacdo de TAG, pela ativacdo do sistema
nervoso simpatico e a elevagcdo de hormoénios como glucagon e, principalmente, as
catecolaminas. Os &cidos graxos liberados do tecido adiposo sdo entdo oxidados
pelo masculo e figado, enquanto o residuo glicerol pode ser convertido em glicose
pelo figado e auxiliar na manutencgéo da glicemia (Ahima, 2006; Langin, 2011).

A mobilizacédo de AG das goticulas de TAG requer enzimas lipoliticas. O TAB,
tanto em ratos como em humanos, expressa trés principais enzimas que
coordenadamente hidrolisam os TAG armazenados. Séao elas: a lipase de
triglicerideos de tecido adiposo que catalisa a etapa inicial na hidrolise de
triglicerideos e esta relacionada a atividade lipolitica basal nos adipécitos; a lipase
horménio sensivel (HSL) que catalisa a etapa limitante da lipdlise uma vez
estimulada hormonalmente por fosforilacdo; e a lipase de monoacilglicerol que
promove a hidrdlise do ultimo acido graxo (Langin et al., 2005; Zimmermann et al.,
2004). As catecolaminas sao os principais hormoénios estimuladores da lipdlise vias
receptores B-adrenérgicos, enquanto que a insulina atua de forma inibitéria no
processo de lipdlise de forma conjunta com a ativacdo de receptores o2-
adrenérgicos que sao antilipoliticos (Langin, 2006).

Adicionalmente, ambos os eventos metabdlicos, lipogénese e lipolise, além de
serem modulados por horménios classicos, também podem ser influenciados por
adipocinas, como leptina, TNF-a, interleucinas (Ceddia et al.,1998; Galic et al., 2010;
Hoene e Weigert, 2008; W.illiam et al.,2002), o que gera a oportunidade de

discusséao sobre um potencial efeito do SRA nesse contexto.
1.3 Sistema renina-angiotensina e tecido adiposo branco
O tecido adiposo branco, mais especificamente, os seus adipOcitos, sdo

capazes de expressar todos os componentes do SRA, como angiotensinogénio,

renina, ECA, receptores de angiotensina Il (AT1 e AT2), bem como os componentes
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da via ndo classica do SRA, como a ECA 2, receptores MAS para ANG1-7 e
receptores de (pro)renina. Isto suporta a ideia de que ha um SRA local no TAB que
tem acdes paracrinas e autdcrinas. Hoje, ja € conhecido que o SRA local do tecido
adiposo branco estd envolvido em diversos mecanismos patologicos descritos na
obesidade e na hipertensdo. Portanto, este SRA local do tecido adiposo branco
merece ser alvo de pesquisas e discussoes detalhadas (Cassis, 2000; Engeli et al.,
2000; Gupte et al., 2008; Karlsson et al., 1998).

Processos como o desenvolvimento e o metabolismo do tecido adiposo séo
regulados pelo SRA. A ANG Il é capaz de inibir, via receptores AT1, a atividade
lipolitica de adipdcitos tanto em individuos eutréficos, quanto em obesos (Goossens
et al., 2007). Ainda, a lipogénese € influenciada pela ANG Il. O tratamento com ANG
Il em células 3T3-L1 aumenta a sintese de acidos graxos e armazenamento de TAG,
estimulando a transcricdo e atividade de enzimas relacionadas a estas vias, como a
acido graxo sintase (FAS) e glicerol-3 fosfato desidrogenase (Jones et al., 1997).
Portanto, receptores de angiotensina Il (tanto AT1 quanto AT2) sdo capazes de
modular a expansédo de massa adiposa através de aumento da lipogénese (via AT 2)
e diminuicdo da lipdlise (via AT1). Assim, ambos os receptores possuem efeitos
sinérgicos e aditivos para promocdo do estoque lipidico em adipocitos (Yvan-
Charvet, Quignard-Boulange, 2011). Também, foi descrito recentemente uma
funcdo estimulatoria dos receptores MAS sobre os mecanismos de regulacdo da
lipolise (Oh et al., 2012), e sua delecéo foi associada a diminuicdo da captacdo de
glicose pelos adipdcitos e aumento da massa adiposa abdominal (Santos et al.,
2008). Associado aos efeitos sobre o metabolismo descrito, a ANG Il possui um
efeito anti-adipogénico (Fuentes et al., 2010), o que facilita uma expansao de massa
adiposa hipertrofiada, tendente a inflamacéao e resisténcia a insulina.

Ainda, em 2012 foi descrito que adipdcitos maduros sao capazes de produzir
aldosterona, e que a secretam de modo basal e em resposta a ANG Il. O mRNA da
aldosterona sintase (CYP11B2), bem como a enzima ja expressa, foram
encontrados em adipocitos 3T3-L1 e adipdcitos maduros de camundongos e
humanos. A inibicdo de tal enzima em células 3T3-L1 diminuiu a expressao de
PPARy e aP2, importantes marcadores de adipogénese, demonstrando uma
participacdo da aldosterona produzida localmente na diferenciacdo de adipdcitos
(Briones et al., 2012).
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1.4 Blogueadores do sistema renina-angiotensina e células adiposas

Devido a presenca do SRA nos tecidos e sua descrita participagdo em
processos tanto fisiolégicos como patolégicos (Whaley-Connell et al., 2010), se tem
dado atencdo a possiveis interacdes de farmacos bloqueadores do SRA e eventos
que vao além da regulacédo da presséao arterial. A penetracdo tecidual de farmacos
como o Alisquireno, principalmente no tecido adiposo (Boschmann et al.,, 2012),
repercute de modo interessante, tornando razoaveis as hipoteses de que, através de
tratamento farmacolégico com blogueadores do SRA, possam existir efeitos
teciduais que nao sdo completamente conhecidos.

No entanto, até entdo, pouco se tem estudado sobre efeitos diretos desses
farmacos em células de gordura.

Alguns bloqueadores de receptores AT1 possuem a capacidade de estimular
a adipogénese in vitro (Janke et al.,, 2002, 2006), enquanto o inibidor da ECA,
Captopril, ndo possui efeitos significativos. Bloqueadores do SRA também possuem
efeitos sobre a capacidade enddcrina de células 3T3-L1, estimulando a secrecéo de
apelina (Hung et al., 2011), um peptideo vaso dilatador (Tatemoto et al., 2001). Da
mesma forma, a secrecao de adiponectina € aumentada com o tratamento de alguns
bloqueadores do SRA, principalmente o temilsartan e, em menor extenséao,
Losartan, enquanto outros farmacos, como por exemplo, Captopril ndo possuem
nenhum efeito modulatorio (Brody et al., 2009). Tais efeitos ocorrem em geral devido
a um agonismo parcial dos farmacos no fator de transcricdo PPARy, que
desempenha papel chave na regulacdo do metabolismo, diferenciacdo e funcéo
enddcrina de adipocitos (Nakagami et al., 2013).

Por sua vez, o tratamento com Captopril em células musculares BC3H-1 é
capaz de modular a sensibilidade a insulina, aumentando a fosforilagcdo das etapas
de sinalizacdo, assim como o transporte de glicose (Moisés et al., 2003).

No que diz respeito as capacidades metabdlicas, alguns estudos celulares se
resumem a demonstrar que o acumulo de lipideos em células em diferenciacao
tratadas com blogueadores do SRA diminuem, assim como a producdo de espécies
reativas de oxigénio (Hung et al., 2011).

Portanto, a conhecida participacdo do SRA em doencas metabdlicas e os
beneficios metabdlicos dos bloqueadores farmacolégicos do SRA em quadros de

by

inducdo de obesidade, resisténcia a insulina e hipertensdo, assim como a
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possibilidade de efeitos diretos desses farmacos em tecidos metabolicamente ativos,
particularmente o tecido adiposo, s&o fundamentos que nos permitem investigar
possiveis efeitos diretos de bloqueadores do SRA no metabolismo celular de
adipécitos isolados. Como j& foi demonstrada a presenca do sistema renina-
angiotensina e alguns efeitos diretos de farmacos em células adiposas, a nossa
hip6tese de trabalho é a de que os farmacos supramencionados afetardo
capacidades metabdlicas de adipdcitos, de modo a influenciar uma menor deposicao

de lipideos.
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2 OBJETIVOS

Avaliar possiveis efeitos diretos de farmacos bloqueadores do SRA na

regulacao do metabolismo de adipécitos isolados.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos de bloqueadores de etapas distintas do SRA no
metabolismo de adipdécitos (capacidades lipoliticas, lipogénicas e oxidativas)

Investigar os efeitos de bloqueadores de etapas distintas do SRA na
expressdo de génica de adipdcitos, principalmente genes que participam do SRA,

receptores do sistema calicreina-cinina, e PPARY.
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3 METODOS

Todos os procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal e foram aprovados pela Comisséo de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo.

Foram utilizados ratos Wistar machos (7-9 semanas) fornecidos pelo Biotério
Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo.

Os animais foram acondicionados em caixas individuais de polipropileno
(46x24x20cm), sob condi¢cdes de temperatura ambiente controlada de 23+2 °C, ciclo
de iluminacdo claro/escuro 12/12 (periodo claro iniciado as 7:00) e exaustdo de
amonia controlada. Agua e alimentacédo foram fornecidas ad libitum.

Apés uma semana de adaptacdo ao biotério, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo, apOs serem anestesiados com Tiopental (4 mg/100 mg de p.c.). A
retirada do coxim adiposo periepididimal (PE) foi realizada mediante laparotomia

mediana.

3.1 Isolamento dos Adipo6citos e Analise Morfométrica

Os adipdcitos do coxim PE foram isolados mediante a técnica de digestao de
tecido pela colagenase, descrita por Rodbell (1964), com algumas modificacdes para
adaptar o método as nossas condicdes laboratoriais. Em resumo, 1 g de tecido foi
retirada, picada com tesoura em finos fragmentos incubados em 4,0 mL de tampéao
digestivo [D’MEM, HEPES 25 mM, BSA 4%, colagenase tipo Il (Sigma Chemical, St.
Louis, MO, Estados Unidos) 1,25 mg/mL, pH 7,45, por cerca de 60 min a 37 °C em
banho-maria com agitacao orbital (150 rpm). Em seguida, a amostra foi filtrada em
peneira plastica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos néo digeridos) e
lavada por trés vezes com 25 mL de tampédo EHB (sais de EARLE, HEPES 25 mM,
BSA 1%, piruvato de sédio 1 mM, sem glicose, pH 7,45) mantido a 37 °C. Para a
determinacao do lipdcrito (porcentagem de adipdcitos contidos na suspenséo celular
total), aproximadamente 40 puL da suspensdo celular em tampdo EHB seréo
colocados em capilar de vidro e submetidos a centrifugacdo (1000 rpm por 1 min). O
volume total da suspensao corresponde a 100% e o volume de adipécitos obtido

apos a centrifugacéo nos forneceu o lipdcrito da amostra. Para anélise morfométrica,



20

aliquotas de suspenséo celular foram fotografadas em microscopio optico (aumento
de 100x) e os diametros celulares foram mensurados através de analise
computadorizada realizada pelo programa Motic Image Plus 2.0. Para tal, foram
medidas 50 células. A partir do didmetro celular médio e admitindo-se que o
adipdcito isolado € esférico, o volume e o numero de células foram calculados de
acordo com as seguintes formulas:
(a) V= [(n/6) x D3]/1000, (b) N= (lipécrito x 107)/ V,

onde: D é o didametro médio de 50 adipécitos (um), N é o numero de células e V € o
volume médio (Di Girolamo et al., 1971). A divisdo por 1000 em (a) visa expressar 0

volume em picolitros (pL).

3.2 Teste de viabilidade celular (XTT ensaio colorimétrico)

A viabilidade celular frente as concentracbes de Alisquireno, Captopril e
Losartan foi determinada pelo ensaio colorimétrico XTT de viabilidade celular (Cell
Proliferation Kit 1I-XTT, Roche) de acordo com as instru¢cdes do fornecedor. Em
suma, aproximadamente 0,35 x 10° células foram incubadas em placas de 6 wells
com meio de cultura LGC (Low Glucose) a 5% de soro bovino fetal e 100 U de
Penicilina e 100 pg de Estreptomicina, e tratadas, ou nao, com Alisquireno
(Rasilez, Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica) ou Captopril (Sigma Chemical,
St. Louis, MO, Estados Unidos) ou Losartan (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
Estados Unidos) em doses de 1 uM ou 1 mM por 24 horas em estufa (5% de CO,
e 37 °C) na presenca da solucdo XTT. Apds a reacdo, o produto resultante é o
corante de formazan, que é diretamente proporcional a atividade mitocondrial de
desidrogenases, e portanto, também da viabilidade celular. A concentracdo de
formazan foi determinada através de umleitor de placas de Elisa, pela subtracéo

da absorbancia de 450 nm pela de 690 nm.
3.3Incubacéao de adipdécitos isolados com os farmacos
Adipécitos foram isolados do tecido PE para os ensaios de lipdlise,

lipogénese, oxidacdo e expressdo génica. Em seguida, aproximadamente 3,5 x 10°

células foram incubadas em garrafas de cultura (25 cm2?) com meio LGC (Low
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Glucose) acrescido de 5% de soro bovino fetal e 100 U de Penicilina e 100 pg de
Estreptomicina, e tratadas ou ndo, com Alisquireno (Novartis), Captopril (Sigma) ou
Losartan (Sigma) em concentracdes de 1 pM por 24 horas em estufa Forma
Scientific CO, water Jacketed Incubator (5% de CO, e 37°C).

3.4 Teste de avaliacdo da atividade lipolitica frente a estimulo com
isoproterenol

Adipdcitos isolados previamente tratados com os farmacos estudados
(Alisquireno, Captopril, e Losartan) foram incubados em tampao Earle/Hepes 20
mM/BSA 1% com glicose 5 mM, pH 7,4 e tratadas por 30 min com adenosina (0.2
mM), cuja acao € inibir a atividade lipolitica via ativacdo de receptores acoplados a
proteinas Gi. Em seguida, foi acrescentada uma mistura que continha adenosina
deaminase (20 mU/mL), com o objetivo de eliminar a adenosina do meio e garantir a
liberacdo da potencial resposta lipolitica, e uma curva de diferentes concentracdes
(0; 10 M; 10 M; 10°M; 5 x 10°M; 108 M; 107 M; 5 x 10" M; 10°M; 5 x 10° M) do
agonista p-adrenérgico néo seletivo Isoproterenol. No ponto basal, foi adicionado o
veiculo da curva dose resposta de Isoproterenol, o acido ascoérbico. O tempo de
incubacéao foi de 30 min a 37°C. Ao final, a mistura de incubacéo (volume total= 200
ml) foi centrifugada em microcentrifuga refrigerada a 4°C por 5 min a 7000 rpm.
Aliguotas (120 mL) do infranadante foram coletadas para a determinacdo da
concentracdo de glicerol liberado pelas células (método enzimatico-colorimeétrico).
Foram utilizados kits de Determinacéao de Glicerol Livre (Sigma Chemical, St. Louis,
MO, Estados Unidos). Procurando diminuir ainda mais qualquer influéncia nos
resultados, foi feito uma incubacéo, a qual seguiu todos os procedimentos, exceto a
adicdo de isoproterenol e a subsequente incubacédo da mistura por 30 min. O valor
obtido nesta determinacéao foi considerado como liberagcédo ndo especifica de glicerol.

Os resultados foram expressos em glicerol nmol. 10° células.

3.5 Teste de Incorporacéo de D-[U-**C]-Glicose em Lipideos e producéo de
14C02

Adipécitos isolados previamente tratados com os farmacos estudados

(Alisquireno,  Captopril, e Losartan) foram incubados em tampao
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Krebs/Ringer/Fosfato/BSA 1%l/glicose 1mM em pH=7,4, a 37°C, saturado de uma
mistura gasosa de carbogénio 5%, e foram pipetados em tubos de ensaio de
polipropileno 17x100 mm contendo D-[U-C]-glicose (0,05 uCi/tubo) na auséncia ou
presenca de diversas concentracdes de insulina: 0,01 nM; 0,025 nM; 0,05 nM; 0,1
nM; 0,25 nM; 1 nM; 2,5 nM; 10 nM; 25 nM.

Os tubos foram vedados com tampa de borracha e a seguir, foram
enriquecidos de uma atmosfera com 95% de O, 5% de CO; e incubados por 120
minutos em banho-maria a 37 °C. Ao fim da incubacao, foram adicionados 200 mL
de H,SO4 e em seguida, tubos contendo um pedaco de papel filtro embebido em 200
pUL de etanolamina foram emborcados aos tubos de reacgéo, o conjunto foi selado
com parafiime e mantido por 30 minutos a fim de adsorver o **CO, liberado. O
conjunto foi entdo desligado, e o tubo com papel foi preenchido com cocktail de
cintlagdo (Universol, ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA), e a
radioatividade foi contada em beta-contador (Micro Beta Trilux, Perkin Elmer, EUA).

Na mistura restante, foi realizada a extracdo dos lipidios, mediante a adicao
de 2,5 mL de reativo de Dole (1955) (i.e. isopropanol:n-heptano:H,SO4 8N, 4:1:0.25)
ao meio. Os tubos foram agitados e adicionaram-se 1,5 mL de n-heptano e 1,5 mL
de agua deionizada. ApOs a agitacdo em vortex, deixou-se a mistura decantar e
aliquotas de 0,5 mL da fase superior (contendo os lipideos extraidos no n-heptano)
foram transferidas para flaconetes contendo 2,5 mL de coquetel de cintilacdo
biodegradavel (EcoLume™, ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) para
contagem da radioatividade beta incorporada. Os resultados foram expressos em

nmol.10° células.

3.6 Analise quantitativa da expressao génica por reacao em cadeia da

polimerase
3.6.1 Extracdo de RNA total

Apés serem tratadas em cultura por 24 horas, as células adiposas isoladas
foram homogeneizadas em Vértex com trizol (Trizol Reagent®, Invitrogen, Life
Technologies, PA, Estados Unidos), na proporcdo de 1 mL para cada 500 L de
células. A seguir, os homogenatos foram aliquotados (1 mL) e armazenados a -80 °C

para posterior extracao.
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Na etapa da extracdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente (aproximadamente 20-25 °C) para permitir a completa
dissolucdo dos complexos nucleoproteicos. Em seguida, 0,2 ml de cloroférmio foram
adicionados aos tubos, agitando-se vigorosamente em vortex, por 15 segundos, com
posterior incubacdo a temperatura ambiente por 3 minutos. A mistura foi
centrifugada a 1200 g por 15 minutos a 4 °C, e ao final foram formadas 3 fases. A
fase aquosa superior, contendo RNA, foi transferida para outro tubo e a purificacao
do RNA foi feita por coluna, seguindo o protocolo do kit manufaturado PureLink RNA
Mini kit® (Cat. No. 12183-018A, Ambion by Life Technologies). O RNA total foi
guantificado utilizando o equipamento Qubit® Fluorometer 2.0 (Invitrogen) que utiliza
a tecnologia fluorimétrica com corantes especificos para quantificar RNA. Estes
corantes fluorescentes emitem sinais apenas quando ligado a molécula alvo
especifica, mesmo em baixas concentracdes. Primeiramente, as amostras foram
diluidas (1:100), bem como o Qubit® reagente (1:200), que foi diluido no Qubit
tampéo, gerando o Qubit solugcéo de trabalho. Os padrdes foram diluidos no Qubit
solucdo de trabalho como manda o fabricante. Foram também pipetados 20 uL da
amostra diluida com 180 uL de Qubit solucéo de trabalho em tubo ependorfe 0,5.
Ambas as preparacoes foram agitadas em vortex por 3 segundos e incubadas a
temperatura ambiente por 2 minutos. Os tubos foram inseridos no aparelho Qubit®
Fluorometer 2.0 (Invitrogen) e procedeu-se as leituras. Por fim, foi utlizada a
calculadora de diluicbes embutida no aparelho a fim de determinar as concentracfes

da amostra original.
3.6.2 Sintese de cDNA por transcri¢ao reversa

Na etapa inicial, foi pipetado em tubos 1 pg de RNA total e 1,82 pL de uma
mistura contendo: 1 puL de tampao de DNAse (10x) e 1 pL da enzima DNAse (1 U/1
puL) e H,O RNAse Free até completar um volume de 10 pL, além de MgCl, na
concentracdo de 3,75mM. A amostra obtida (RNA + Mix de DNAse) foi adicionado
H,O RNAse Free até o volume de 20 pL. ApOs este procedimento, houve uma
incubacdo a 37 °C por 30 minutos (momento de ativacdo da enzima) seguidos por
10 minutos a 75 °C (inativacédo). Isto foi feito com a finalidade de evitar uma possivel
amplificacdo de DNA gendmico, que pode contaminar o RNA extraido. Na etapa

seguinte (sintese de DNA), pipetou-se nos tubos contendo 20 pL de amostra tratada
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com DNAse um segundo mix contendo tais reagentes nas seguintes proporcoes

apresentadas na tabela 1:

Tabela 1. Proporgéo de reagentes durante transcricdo reversa

Mix RT Volume em pL / amostra
Tampé&o da enzima transcriptase reversa (5x) 10 uL
Ditiotreitol (DTT) 0.1 M 5uL

dNTPmix - 2,5 mM/Base 10 uL

Random Primer (50 ng/uL) 2,5uL

H,O RNAse free 2 uL

Enzima transcriptase reversa (Superscript® |I) 0,5uL

Os tubos foram incubados a 25 °C por 10 minutos, 50 °C por 50 minutos e 70
°C por 15 minutos. As incubacées foram realizadas em termociclador (Eppendorf®,
Hamburg, HH, Alemanha). O material obtido (cDNA [20 ng/uL]) foi entdo mantido em
freezer a -20 °C até a realizag&o da proxima etapa — amplificagéo por PCR.

3.6.3 PCR quantitativo (real time)

Aliquotas de 2 pL de amostra de cDNA (40 ng) obtidas a partir da reacdo de RT
foram adicionadas a um mistura contendo 2,65 uL de H,O RNAse Free, 5 uL de
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, cédigo do produto:
4304437, S&o Paulo, SP, Brasil), 0,35 uL de TagMan® Gene Expression Assay Mix
20x (ver tabela 2) contendo os dois primers para PCR e uma sonda MGB TagMan®
marcada com FAM e um mix pré-formulado (20x), na concentracao final 1x de 250
nM de sonda e 900 nM de cada primer (a tabela 1 mostra a lista dos kits
inventariados utilizados com seus respectivos numeros de catalogo). As reacfes de
PCR foram realizadas em aparelho Step One Plus® Real Time PCR System (Applied
Biosystems). A reacdo de PCR iniciou-se com um periodo de 2 minutos para
ativacdo da AmpErase® UNG seguida de 10 minutos a 95 °C para a ativacdo da
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase. Essa fase s6 ocorre no primeiro ciclo de reacao.
As etapas seguintes envolvem desnaturacdo da fita de cDNA a temperatura de 95
°C por 15 segundos, seguida da fase de anelamento do primer e extensao da fita por
1 minuto na temperatura de 60 °C. Essas 2 fases se repetiram a cada ciclo por 40
ciclos. A andlise da expressdo génica foi realizada por quantificacdo relativa pelo

método de CT comparativo (AACr).
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3.6.4 Quantificagao relativa — Método de CT comparativo (AACT)

Para a quantificacdo da expressao génica foi utilizado o método de
guantificacéo relativa, utilizando um gene constitutivo como referéncia. A seguinte

férmula foi usada para calcular a quantidade relativa do gene alvo:

ACt = Cy(alvo) — Cy(constitutivo)
AACt = ACr(amostra) - AC+(controle)

Quantidade relativa = 2 24¢T

Tabela 2. Lista de primers invetoriados (Applied Biosystems, TagMan® Gene Expression
Assay)

Gene Sigla de catalogo N° de catalogo
Beta-2 Microblobulina B2m Rn00560865_m1
Receptor

ativado por proliferadores de peroxissoma y Pparg Rn00440945 ml
Receptor de (Pré)Renina Atp6ap2 Rn01430718_ml
Renina Ren Rn00561847_ml
Angiotensinogenio Agt Rn01426719 ml
Enzima Conversora de Angiotensina Ace Rn00561094 ml
Enzima Conversora de Angiotensina 2 Ace 2 Rn01416293 ml
Receptor tipo 1 de Angiotensina Il Agtrla Rn02758772_s1
Receptor tipo 2 de Angiotensina Il Agtr2 Rn00560677_s1
Receptor Mas Mas1l RN00562673_s1

Receptor de Bradicina B1 Bdkrbl Rn02064589 sl
Receptor de Bradicina B2 Bdkrb2 Rn00597384_ml1
Aldosterona Sintase Cyp11b2 Rn01767818 gl

Fonte: http://www.appliedbiosystems.com
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3.7 Anédlise estatistica

As andlises estatisticas utilizadas foram os testes de varidnca One-way
ANOVA ou Two-way quando especificado. O nivel de significancia prefixado foi de
95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de viabilidade celular

A figura 1 mostra como diferentes concentracdes dos farmacos utilizados
afetam a viabilidade celular de adipdcitos isolados em nosso protocolo experimental.
Nas figuras A, B e C, vemos que a concentragédo de 1 mM de Alisquireno, Captopril
e Losartan, respectivamente, diminuem a viabilidade células medida pela formacéo
de formazan. Ao contrario, na dose de 1 puM, os farmacos ndo apresentaram

nenhum grau de toxicidade.
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Figura 1. XTT — Ensaio de Viabilidade Celular. Porcentagem de producgdo de formazan foi
estimada em células adiposas isoladas e incubadas com 1 uM ou 1mM de Alisquireno (A) ,
Captopril (B) e Losartan (C) por 24 horas. As barras representam médias + EPM dos grupos
(n=6-9). *P< 0,05 vs. Controle e 1 uM (One-way ANOVA, pds-teste Bonferroni).
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4.2 Avaliacéo da capacidade lipolitica de adip6citos isolados

As figuras 2 e 3 apresentam a capacidade em realizar lipdlise medida pela
liberacdo de glicerol de adipdcitos isolados tratados com diferentes farmacos
bloqueadores do SRA. Podemos constatar que o tratamento por 24 horas na dose
de 1 pM né&o proporcionou mudancas nessa resposta metabdlica. Na figura 4
podemos verificar em graficos de barra, os pontos espontaneos, i.e. sem estimulo, e
maximo, i.e. ponto de maior liberacdo de glicerol frente ao estimulo por
isoproterenol. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. Entretanto,
houve diferenca P<0,05 para estimulo com isoproterenol (ANOVA, Two Way, poés-

teste Bonferroni) em relacéo a resposta basal.
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Figura 2. Curva dose-resposta ao agonismo f-adrenérgico. Efeito de diferentes concentra¢cdes de
isoproterenol na taxa de lipblise de adipécitos isolados, previamente tratados com 1 yuM de
Alisquireno, Captopril e Losartan. (n=6).
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Figura 3. Capacidade de lipdlise em adipécitos isolados. Comparacao de liberacao de
glicerol em adipdcitos isolados (PE) previamente tratados com 1 pM de Alisquireno,
Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10° células. As barras representam as
médias + EPM dos grupos (n=6). Nao houve diferenca entre os tratamentos. Entretanto,
houve diferenca P<0,05 para estimulo com isoproterenol (ANOVA, Two Way, poés-teste
Bonferroni).
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4.3 Avaliacdo do metabolismo de adipdcitos a partir de glicose —Oxidacao e

lipogénese

No experimento, adipdcitos isolados foram testados diante de sua capacidade
de oxidacao (figura 4) e incorporacédo de D-[U-14C]-glicose em lipidios (figura 5),
glicerol (figura 6), e acidos graxos (figura 7), frente uma curva dose resposta de
insulina.

Na figura 4 percebemos caracteristicas diferentes na taxa de oxidacdo de
glicose diante de alguns tratamentos, enquanto as figuras 5 e 6 demonstram
caracteristicas distintas de incorporacdo de glicose em lipideos totais e glicerol,

enquanto a figura 7 ndo demonstra diferenca significativa induzida pelos farmacos.
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Figura 4. Curva dose resposta de oxidacdo de glicose em adip6citos isolados.
Comparacio de producéo de **CO, a partir de D-[U *C]-glicose em adipdcitos isolados (PE)
previamente tratados com 1 uM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa em
nmol/ 10° células. Os pontos representam as médias + EPM dos grupos (n=6). P<0,05 para
variavel tratamento. Ainda, P<0,05 para estimulo com insulina (ANOVA, Two Way, p6s-teste
Bonferroni).



31

»  1000-

o e Controle

S 9004 ®  Alisquireno

E@ A Captopril
O]

Q

o< 800- v Losartan

pL

o —

L275

> £ 700-

55

2 600

@)

-4 -3 -2 -1 0 1 2
Log (Insulina, nM)

Figura 5. Curva dose resposta de incorporacédo de glicose em lipideos de adipécitos
isolados. Comparacdo da curva dose resposta a insulina na incorporacdo de D-[U *C]-
glicose em triacilglicerol de adipdcitos isolados (PE) previamente tratados com 1 uM de
Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10° células. Os pontos
representam as médias + EPM dos grupos (n=6). P<0,05 para variavel tratamento. Ainda,
P<0,05 para estimulo com insulina (ANOVA, Two Way, pds-teste Bonferroni).
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Figura 6. Curva dose resposta de incorporacdo de glicose em glicerol de adipdcitos
isolados. Comparacdo da curva dose resposta a insulina na incorpora¢do de D-[U *C]-
glicose em glicerol de triacilglicerol em adipécitos isolados (PE) previamente tratados com 1
UM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10° células. Os pontos
representam as médias + EPM dos grupos (n=6). P<0,05 para variavel tratamento. Ainda,
P<0,05 para estimulo com insulina (ANOVA, Two Way, pds-teste Bonferroni).
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Figura 7. Curva dose resposta de incorporacdo de glicose em acido graxo de
adipocitos isolados. Comparacao da curva dose resposta a insulina na incorporacao de D-
[U *C]-glicose em é&cido graxo de triacilglicerol em adipdcitos isolados (PE) previamente
tratados com 1 pM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10°
células. Os pontos representam as médias + EPM dos grupos (n=6). Nao houve diferenca
entre os tratamentos. Entretanto, houve diferenga P<0,05 para estimulo com insulina
(ANOVA, Two Way, pOs-teste Bonferroni).

As figuras 8-11 mostram em detalhes as diferencas encontradas nas figuras
anteriores (6-9).

A figura 8 demonstra um aumento na capacidade de oxidacdo de glicose no
grupo tratado com Alisquireno quando ha estimulo com insulina na dose de 10 nM.

Na figura 9 e 10 podemos observar uma diminuicdo na capacidade de
incorporacdo de D-[U-14C]-glicose em lipidios e glicerol (respectivamente) em
células previamente tratadas com Captopril quando ha estimulo com insulina na
dose de 10nM.
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Figura 8. Capacidade de oxidacédo de glicose em adipdcitos isolados. Comparacao de
producdo de **CO, a partir de D-[U **C]-glicose em adipdcitos isolados (PE) previamente
tratados com 1 pM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10°
células. As barras representam as médias + EPM dos grupos (n=6). * P<0,05 vs. Captopril e
P=0,058 vs. Controle, estimulados por insulina. Ainda, P<0,05 entre estado espontaneo e
estimulado por insulina (10 nM). (ANOVA, Two Way, pés-teste Bonferroni).
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Figura 9. Capacidade de incorporagado de glicose em lipideos de adipo6citos isolados.
Comparacéo da incorporacdo de D-[U **C]-glicose em triacilglicerol de adipdcitos isolados
(PE) previamente tratados com 1 uM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa
em nmol/ 10° células. As barras representam as médias + EPM dos grupos (n=6). P<0,05
vs. Controle. Ainda, P<0,05 entre estado espontaneo e estimulado por insulina (10 nM).
(ANOVA, Two Way, pGs-teste Bonferroni).
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Figura 10. Capacidade de incorporacéo de glicose em glicerol de adip6citos isolados.
Comparacéo da incorporacdo de D-[U '*C]-glicose na porcéo glicerol de triacilglicerol de
adipécitos isolados (PE) previamente tratados com 1 puM de Alisquireno, Captopril e
Losartan. Medida expressa em nmol/ 10° células. As barras representam as médias + EPM
dos grupos (n=6). * P<0,05 vs. Controle e Alisquireno estimulados por insulina. Ainda,
P<0,05 entre estado espontaneo e estimulado por insulina (10 nM). (ANOVA, Two Way, pés-
teste Bonferroni).

Por sua vez, a figura 11 demonstra ndo haver diferenca significativa na

sintese de &cidos graxos a partir de D-[U **C]-glicose entre os grupos.
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Figura 11. Capacidade de incorporacdo de glicose em acidos graxos de adipdcitos
isolados. Comparacéo da incorporacdo de D-[U *C]-glicose na porcdo acidos graxos de
triacilglicerol de adipdcitos isolados (PE) previamente tratados com 1 uM de Alisquireno,
Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10° células. As barras representam as
médias £+ EPM dos grupos (n=6). Ndo houve diferenca entre os tratamentos. Entretanto,
houve diferenca (P<0,05) entre estado espontaneo e estimulado por insulina (10 nM).
(ANOVA, Two Way, pGs-teste Bonferroni).
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4.3.1 Relacgéo entre oxidacdo e incorporacgdo de glicose em lipideos

As figuras 12 e 13 apresentam a relagcao entre glicose oxidada ou incorporada
em lipideos.

Na figura 12, observamos como se comporta essa relacdo frente a diversas
doses de insulina, demonstrando que apenas os adipdOcitos previamente tratados
possuem uma relacdo linear ao longo do crescente estimulo. Na figura 13,
destacamos o0s principais pontos de diferenca induzidas pelos tratamentos.
Destaque para o farmaco Alisquireno.
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Figura 12. Curva dose resposta da relacdo oxidacdo de glicose/incorporacdo em
lipideos de adipécitos isolados. Comparacéo de relacéo de producdo de **CO, a partir de
D-[U *C]-glicose/ incorporacdo em triacilglicerol em adip6citos isolados (PE) previamente
tratados com 1 pM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida expressa em nmol/ 10°
células. Os pontos representam as médias + EPM dos grupos (n=6). P<0,05 para variavel
tratamento e para estimulo com insulina (ANOVA, Two Way, pGs-teste Bonferroni).
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Figura 13. Relacdo oxidacdo de glicosel/incorporacdo em lipideos de adipécitos
isolados. Comparacdo de producdo de *CO, a partir de D-[U **C]-glicose em adipécitos
isolados (PE) previamente tratados com 1 uM de Alisquireno, Captopril e Losartan. Medida
expressa em nmol/ 10° células. As barras representam as médias + EPM dos grupos (n=6). *
P<0,05 vs. Controle e Captopril e # P<0,05 vs Losartan. Diferencas presentes nos
respectivos estimulos. (ANOVA, Two Way, pos-teste Bonferroni).
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4.4 Avaliacao da expresséao génica

4.4.1 Genes Padronizados

As expressdes génicas de adipécitos isolados tratados com diferentes
farmacos bloqueadores do SRA estdo mostradas nas figuras 14-16.

Na figura 14, vemos que nenhum dos tratamentos foi capaz de modular a
expressdo génica dos componentes do SRA classico estudados (AGT, ECA e

Receptor AT1) em adipécitos isolados.
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Figura 14. Expressdo génica em adip6citos de componentes classicos do SRA.
Quantificacdo relativa, utilizando o gene constitutivo Beta 2 M como referéncia. Expresséo
de RNAm de AGT, ECA e receptor AT1 em adipdcitos isolados tratados com Alisquireno,
Captopril ou Losartan (1 uM) por 24 horas. As barras representam médias + EPM dos
grupos (n=6). Nao houve diferencas significativas. (ANOVA, One Way).
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Na figura 15, estdo outros componentes do SRA, como receptores de
pré(renina) e ECA 2, bem como receptores de bradicinina 1 e 2. Podemos verificar
gue o tratamento com Captopril diminuiu a expressdo génica do receptor de
pro(renina) em adipdcitos isolados.
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Figura 15. Expressdo génica em adipo6citos de outros componentes do SRA e
receptores de bradicinina. Quantificacdo relativa, utilizando o0 gene constitutivo Beta 2 M
como referéncia. Expressao de RNAmM de Receptor de pré(renina), ECA 2 e receptores Bl e
2 de bradicinina em adipdcitos isolados tratados com Alisquireno, Captopril ou Losartan (1
MM) por 24 horas. As barras representam médias + EPM dos grupos (n=6). * P<0,05 vs.
Alisquireno e P=0,07 vs. Controle (ANOVA, One Way, pés-teste Bonferroni).

Ja na figura 16, demonstramos que a expressédo de PPAR Y, bem como a

relacdo entre as expressdes génicas das enzimas homologas ECA2/ECA, em
adipdcitos isolados ndo apresentaram diferencas significativas diante dos

tratamentos recebidos.
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Figura 16. Expressédo génica em adipocitos de PPAR gama e relacdo d expressao génica entre
ECA2 e ECA. Quantificacdo relativa, utilizando o gene constitutivo Beta 2 M como referéncia.
Expressdo de RNAm de PPAR gama. Ainda, relacdo da expressdo génica de ECA 2 e ECA em
adipdcitos isolados tratados com Alisquireno, Captopril ou Losartan (1 uM) por 24 horas. As barras
representam médias + EPM dos grupos (n=6). Nao houve diferencas significativas. (ANOVA, One
Way).

4.4.2 Comentario sobre expressao génica de Renina, Receptores AT2 e MAS e Cypl1b2

Em nosso trabalho tivemos a dificil tarefa de padronizar a expressao génica
dos diversos componentes do SRA em adipdcitos isolados e incubados com
farmacos. Nossos diversos testes demonstraram que a enzima Renina e o0 gene
Cypl11b2 que codifica a enzima aldosterona sintase, ndo sao expressos de maneira
basal em adipocitos. Controladores, como cortex renal e adipocitos tratados com
agonista B-adrenérgico, demonstraram que nosso primer TagMan® esta em perfeito

funcionamento, confirmando os dados sobre a expresséao génica de renina.

JA os receptores AT2 e MAS talvez sejam expressos em adipocitos,
entretanto, os Cts médios de amplificacdo (35,5 e 35,7) ndo nos permitiram utilizar
os dados obtidos, uma vez que saturacdes de amplificacBes inespecificas podem
influenciar o resultados. Nesses dados, ja eram percebidos a ineficiéncia em repetir
resultados, razdo porque ndo estao apresentados graficamente, até que consigamos
padronizar melhor sua expressdo (padronizacdo que se estende desde as

metodologias de transcricdo reversa até a reacdo do PCR propriamente dita).
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5 DISCUSSAO

Nosso modelo experimental propés a investigacdo de efeitos diretos de
farmacos bloqueadores do SRA em adipdcitos isolados, passando pelos principais
eventos metabdlicos que ocorrem nesse tipo celular.

Apos definirmos a néo toxicidade da dose estudada, foi investigado o efeito
dos farmacos sobre a capacidade lipolitica frente ao estimulo B-adrenérgico.

Nosso modelo experimental propds a investigacdo de efeitos diretos de
farmacos bloqueadores do SRA em adipécitos isolados, passando pelos principais
eventos metabolicos que ocorrem nesse tipo celular.

Apos definirmos a néo toxicidade da dose estudada, foi investigado o efeito
dos farmacos sobre a capacidade lipolitica frente ao estimulo B-adrenérgico.

Em estudo com adipdcitos isolados humanos, foi descrita uma diminuicao da
lipdlise espontanea no tratamento agudo com ANG II. Tal efeito foi abolido com a
presenca de Losartan (1 uM), evidenciando a participacdo do receptor AT1 no
resultado obtido (Goossens et al., 2007). Em outro estudo, a presenca de ANG 1-7
aumentou a lipdlise espontanea de adipocitos isolados de ratos de modo dose
dependente, bem como produziu efeito sinérgico ao estimulo B-adrenérgico em
realizar lipdlise. O efeito lipolitico de ANG 1-7 dependeu da ativacdo do receptor
MAS uma vez que a presenca de inibidores especificos o aboliu (Oh et al., 2012).

Diante dos dados da literatura que demonstram a participacdo de
angiotensinas em respostas metabdlicas de adipdcitos, particularmente na lipolise,
nossos resultados parecem controversos, uma vez que nenhum dos bloqueadores
farmacologicos do SRA interferiu na regulacdo espontanea ou estimulacdo f-
adrenérgica da lipdlise. De fato, angiotensinas, seja a ANG Il ou 1-7, influenciam a
resposta lipolitica da adipocitos, mas talvez ndo naquelas concentracdes produzidas
pelos proprios, ou mesmo em concentracbes pressoricas (Townsend, 2001). Em
geral, as concentracdes de angiotensinas utilizadas nos protocolos experimentais de
lipdlise sdo altas, cerca de 10° M, e acBes dos farmacos bloqueadores do SRA s6
sdo encontradas nessas condi¢cdes (Goossens et al., 2007; Oh et al., 2012).

Todavia, ao analisar outros aspectos metabolicos dos adipdcitos, foi possivel
encontrar efeitos induzidos por bloqueadores farmacolégicos do SRA.

Nossos experimentos metabdlicos foram conduzidos com a concentracdo de

1 mM de glicose, menor que o Km (isto é, a metade da concentracdo saturante de
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substrato) dos principais transportadores de glicose em adipécitos, GLUT 1 e 4
(Kahn, 1992), com interesse de limitar e igualar a quantidade de glicose transportada
entre 0s grupos, evitando assim que 0s eventos pos-transportadores observados
(isto é, a atividade metabdlica) estivessem contaminados pelo maior aporte da
glicose em algum dos tratamentos. Por isso, garantimos que a estimulag&o insulinica
observada dependeu de efeitos pés-transportadores envolvendo outros aspectos da
metabolizacdo da glicose e no direcionamento desta nas vias metabdlicas (glicélise
anaerdbia, geracdo de acetilCoA, geracdo de citrato, destinacdo deste para o ciclo
de Krebs ou para o citosol a fim de gerar acetil CoA citosdlico, sintese de malonil
CoA e de &cidos graxos).

Os resultados de oxidacdo demonstraram um aumento na capacidade de
oxidar glicose em adipdcitos tratados com Alisquireno, além de uma relagdo maior
entre producéo de CO, e incorporacéao de glicose em TAG nas mesmas celulas.

A producédo de CO, a partir de glicose pode advir da glicélise e posterior
oxidacao no ciclo de Krebs. Adipdcitos brancos sdo células metabolicamente pouco
ativas, no que diz respeito a consumo de energia, mas problemas em sua
capacidade oxidativa (derivadas de disfuncées mitocondriais) podem ser associados
a distarbios metabdlicos, uma vez que possui influéncia em determinados processos
bioquimicos chaves, como por exemplo, a sintese e esterificacdo de acidos graxos
(Gaidhu et al., 2010; Kusminski, Scherer, 2012). Por isso, medidas que estimulem o
consumo energético em adipécitos, seja por aumento da programacao termogénica,
ou estimulo da biogénese e capacidade mitocondrial, constituem um tema atual, em
continuo desenvolvimento e discussdo, com potencial preventivo e terapéutico em
variadas doencas metabdlicas como diabetes, obesidade e sindrome metabdlica
(Bonet et al., 2013; Peschechera, Eckel, 2013; Porter et al., 2013; Spiegelman et al.,
2013).

Animais diabéticos do tipo Il tratados com Alisquireno ja demonstraram maior
expressdo de UCP-1 (conhecido marcador de programacao termogénica) em tecido
adiposo branco, do que diabéticos ndo tratados além de melhora de todo
prognostico de resisténcia a insulina, de dislipidemias e de excesso de peso (lwai et
al., 2010), o que corrobora com achado de aumento da capacidade em oxidar
glicose, uma vez que adipécitos brancos que possuem caracteristicas termogénicas
podem aumentar seu gasto energético independentemente da produgédo de ATP,

através de respiracdo mitocondrial desacoplada e perdendo energia em forma de
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calor (Porter et al., 2013; Spiegelman et al., 2013). Essa hip6tese podera ser testada
através da determinacdo da atividade da enzima citrato sintase, um bom marcador
de atividade mitocondrial.

Também ha a possibilidade de um aumento da producdo de CO, advir de sua
utilizacdo na via das pentoses. Tal via é extremamente relevante para sintese de
acidos graxos, uma vez que um dos principais compostos resultantes € o
NADPH+H", muito utilizado nas reacdes catalisadas pela enzima FAS, onde a cada
mol de palmitato sintetizado, 14 mols de NADPH sdo oxidados (Salati, 2011).
Entretanto, nenhuma alteragéo significativa foi encontrada em nossos dados de
sintese de acidos graxos a partir de glicose, 0 que poderia justificar uma maior
atividade da via das pentoses durante a maior sintese de acidos graxos.

N&o obstante, além de ser importante coadjuvante na sintese de acidos
graxos, o0 NADPH ¢é particularmente necessario durante o estresse oxidativo, pois
garante potencial redutor para os maiores sistemas antioxidante, incluindo glutationa
redutase. Por isso, 0 desvio do fluxo metabodlico para a via das pentoses pode ser
um mecanismo de aumento do potencial antioxidante (Grant, 2008).

Sabe-se que a ANG Il € capaz de estimular a atividade do complexo
enzimatico NAD(P)H oxidase, que possui importante participacdo nos efeitos
biologicos da ANG Il (Griendling et al., 1994). Por exemplo, a producédo de O, por
este complexo atenua a capacidade vasodilatadora do oxido nitrico. (Munzel et al.,
1999). Também, a formacdo de espécies reativas de oxigénio como H,0, é
associada a hipertrofia e hiperplasia de células vasculares induzidas pela ANG I
(Zafari et al., 1998). Em células musculares lisas de vasos, a ANG Il inibe a captacdo
de glicose e aumenta a razao lactato/piruvato em periodos de contracdo, enquanto a
inibicdo do complexo NAD(P)H oxidase reverte os efeitos encontrados. Uma das
conclusdes é de que a ANG Il aumenta o potencial de estresse oxidante nessas
células, pelo aumento de NADH e consumo de NADPH encontrados, com
repercussdes no metabolismo celular. A inibicdo do complexo NAD(P)H oxidase
neste caso, aumentou a captacdo de glicose e a oxidacdo desse substrato (Barron
et al., 2004).

Nessa tematica, devemos compreender que a ANG Il estimula a producédo de
espécies reativas de oxigénio, o que deprime o metabolismo energético mitocondrial.
Em geral, o blogueio do SRA reduz a produgédo de espécies reativas e melhora o

conteudo e funcdo de mitocéndrias. Assim sendo, acredita-se que a ANG Il contribui
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para o processo de disfungcdo mitocondrial e que o bloqueio do SRA pode atenuar
esse efeito (Cavanagh et al., 2011).

Adicionalmente, alguns trabalhos apontam um efeito protetor contra o
estresse oxidativo através do tratamento com Alisquireno (Rashikh et al., 2012) e
outros farmacos bloqueadores do SRA (Schramm et al.,, 2012), mas nem todos
conseguem relacionar o efeito protetor exclusivamente a inibigdo do SRA (Hadoke,
2012; Kuhnast et al.,, 2012), abrindo a discussao para um possivel efeito protetor
direto ao estresse oxidativo. Em nosso modelo, a hipétese de aumento da via das
pentoses pelo tratamento com Alisquireno podera ser confirmada pela atividade da
enzima G6PDH.

Outro importante evento metabolico estudado foi a capacidade lipogénica dos
adipacitos.

Os dados da literatura indicam que todas as etapas do SRA podem estar
relacionadas a inducdo de obesidade e aumento da lipogénese. Entretanto, em
certos momentos, ha informacdes conflitantes, principalmente no que diz respeito ao
eixo ECA 2/ANG1-7, que em alguns modelos parece influenciar o acumulo de
lipideos, enquanto, em outros, parece ter efeitos opostos.

Ja foi descrito que a ANG II, em doses nanomolares, pode influenciar vias
lipogénicas em adipdcitos, pelo aumento de NADPH, e expressdo génica de
enzimas chaves da sintese de acidos graxos, como a FAS (Jones et al., 1997).
Modelos de obesidade ja foram eficazes em induzir aumento de angiotensinas totais
no plasma, bem como aumento da atividade da ECA 2 nas fases iniciais de inducao
de obesidade (Gupte et al., 2008). Também, em animais submetidos a alta ingestéo
de sacarose, um aumento da lipogénese foi correlacionado a um aumento da
atividade e expressao do SRA tecidual, desde os receptores AT1, AT2, até mesmo
ECA 2 (Coelho et al., 2010). Em outro estudo, o silenciamento do gene que codifica
0 AGT em células 3T3-L1, diminuiu 0 acumulo de gorduras e a expressao de genes
lipogénicos (Carrol et al., 2013). Ainda, a superexpressao de AGT e o consequente
aumento de ANG Il alteram o genétipo do TAB ao induzir a um aumento dos coxins
adiposos por hipertrofia celular e aumento de lipogénese, enquanto a delecdo dos
receptores AT2 é capaz de prevenir o aumento da massa adiposa e hipertrofia
celular (Yvan-Charvet et al.,, 2009). Por outro lado, de modo crbnico, altas
concentragbes de ANG 1-7 atenuaram o ganho de massa adiposa visceral em

modelo de obesidade, bem como diminuiram a expressdo de marcadores
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inflamatoérios (Santos et al., 2012), além de ter sido proposta como principal
mecanismo dos beneficios metabdlicos do tratamento com Captopril sobre perda de
peso e massa adiposa (Oh et al., 2012).

Em nossos resultados, diante do teste de incorporacdo de glicose em
lipideos, o tratamento com Captopril diminuiu a capacidade lipogénica estimulada
por insulina, especificamente na conversao de glicose em glicerol-3-fosfato,
mantendo inalterada a sintese de acidos graxos.

O tratamento com outro inibidor da ECA, o Enalapril, induz a perda de peso
em longo prazo além de um aumento na expressao génica da enzima FAS (Santos
et al., 2009) o que, em adicdo aos nossos dados, nos permite hipotetizar que
bloqueadores da ECA sdo capazes de diminuir a capacidade lipogénica total de
adipdcitos preservando a capacidade de sintese de acidos graxos.

Contudo, é perceptivel que, ainda que todo o SRA possa influenciar as
capacidades lipogénicas, somente o tratamento com Captopril foi capaz de provocar
mudancas. Isso talvez pelo fato de que bloqueadores da ECA também repercutem
em um sistema de peptideos paralelo que possui efeitos metabdlicos no tecido
adiposo, o0 sistema calicreina-cinina. A inibicdo da ECA, ou a diminuicdo de sua
atividade, esta relacionada a menor inativacdo de bradicinina e consequente
aumento de suas concentragdes e efeitos bioldgicos. Estudos recentes demonstram
a participacdo de receptores B2 e Bl na regulacdo metabolismo sistémico e de
adipdcitos (Mori et al., 2008; 2012). Em cultura de adipécitos, a bradicinina diminuiu
a sintese de glicogénio e lipidios estimulada por insulina, apesar de estar associada
a translocacao de Glut 4 (Kishi et al., 1998).

Apesar disso, ndo ha relatos na literatura que confirmem a possibilidade de
adipdcitos produzirem todas as etapas do sistema calicreina-cinina, enquanto
nossos dados de expressdo génica dos receptores Bl e 2 ndo demonstraram
mudancas significativas com nenhum dos tratamentos, ndo havendo suporte, ao
menos por enquanto, para a participacdo da bradicinina nos efeitos metabdlicos
encontrados.

Ainda sobre expressdo génica, em nossa revisao da literatura, observamos
gue diversos autores relatam a presenca de varios, se ndo todos, 0s componentes
do SRA em tecido adiposo e, particularmente, adipécitos.

Karlsson et al. (1998) demonstrou que adipdcitos de individuos obesos (29-45

kg/m?) expressavam todos os componentes do SRA até entdo descritos, incluindo a
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enzima renina, bem como a de proteases capazes de produzir angiotensinas por
vias independentes de renina e ECA. Também foi demonstrado que o tecido adiposo
PE de ratos Sprague-Dawley (280-350 g, 3 meses de idade) expressam todos os
componentes classicos do SRA, ou seja, AGT, Renina, ECA e receptores AT1.
Ainda foram encontradas atividades das enzimas renina e ECA, que eram
significantemente maiores em adipdécitos e estroma vascular, respectivamente, o que
€ compreensivo uma vez que grande parte da ECA, uma vez sintetizada, é agregada
em endotélios e membranas celulares (Pinterova et al., 2000). Além disso, Gupte et
al. (2008) demonstrou que tecido adiposo PE de camundongos expressava a enzima
ECA 2 e que sua expressdao aumentava com a obesidade e hipertenséao.
Adicionalmente j& foi evidenciado que tecido adiposo PE de ratos Sprague-Dawley
expressam a proteina MAS, receptor para ANG 1-7 (Oh et al.,, 2012). Por fim,
culturas de adipocitos 3T3-L1 imortalizados também sdo modelos de estudo intenso
do SRA local, seja em células maduras ou em diferenciacdo. Igualmente, € possivel
encontrar descricdes da expressdo de todos os componentes do SRA além da
enzima aldosterona sintase (Briones et al., 2012; Carroll et al., 2013; Fowler et al.,
2009; Gupte et al., 2008; Mallow et al., 2000).

Contudo, em nossos resultados, ndo obtivemos expressdo génica das
enzimas renina e aldosterona sintase, assim como expressdo duvidosa dos
receptores MAS e AT2, enquanto os outros componentes do SRA estudados nao
demonstraram nenhuma mudanca significante com os tratamentos farmacoldgicos,
excetuando o receptor de (pro) renina.

Nosso tratamento com Captopril diminuiu a expressao do receptor de (pro)
renina nos adipocitos. Esse receptor € conhecido por aumentar a eficiéncia catalitica
da enzima renina, bem como por ativar sua forma inativa, a pro-renina, e induz a
vias intracelulares pela fosforilacdo de residuos serina e tirosina associado a
ativacdo de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e quinase relacionada
com sinal extracelular 1 e 2 (ERK 1/2) (Nguyen et al., 2002).

Quando ativadas, as quinases MAPK e ERK1/2 estdo associadas ao aumento
da captacdo de glicose e adipogénese em pré adipdcitos (Sanchez-Solana et al.,
2012). Em células epiteliais mamarias humanas, a ativacdo de ERK1/2 mantém o
fluxo de substratos pelo complexo piruvato desidrogenase, que converte piruvato em
acetil-CoA, pela inativacdo da enzima piruvato desidrogenase quinase 4, uma

enzima que inibe a atividade da primeira (Grassian et al., 2011).
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O complexo piruvato desidrogenase € o principal determinante das taxas de
utilizacdo de glicose como fonte de energia celular e sua inativacdo diminui a
captacao de glicose, glicélise e oxidacdo desse substrato (Randle et al., 1994).

A diminuicdo da expressao do receptor de (pro) renina nos leva a hipétese de
que, uma possivel diminuicdo da expressdo protéica e funcionamento desse
receptor podem diminuir a ativacdo de MAPK e ERK1/2, o que levaria a uma menor
ativacdo do complexo piruvato desidrogenase e captacdo de glicose, com
consequente diminuicdo utilizacdo de glicose em processos metabdlicos
encontradas em nosso modelo de tratamento com Captopril.

A falta de alteragcdo da sintese de &acidos graxos, e de mudancga significativa
da capacidade oxidativa, nos orienta a suspeitar de mudancas metabdlicas entre o
inicio da glicolise, passando pela converséo de diidroxiacetona fosfato a glicerol-3-
fosfato pela agdo da enzima GPDH, ou até na conversao de oxaloacetato em
fosfoenol piruvato pela agdo da PEPCK, a principal enzima envolvida na
gliceroneogénese.

Pouco conseguimos relacionar da expressado génica de receptores de (pro)
renina e a modulacdo das enzimas envolvidas na producéao de glicerol. Em outros
modelos celulares, os efeitos das mesmas vias de sinalizacdo do receptor de (pro)
renina nas enzimas citadas sao conflitantes, como por exemplo: em células renais, a
via da MAPK, induz a transcricdo génica da enzima PEPCK (Feifel et al., 2002),
todavia, a inativacdo da MAPK, por fosfatases especificas, aumenta a expressao de
PEPCK em células hepaticas (Xu et al., 2005). Portanto, tais inferéncias sozinhas
nao respondem aos nOSSOS questionamentos e ndo permitem relacionar os eventos
metabdlicos e a expressao génica do grupo tratado com Captopril.

Por fim, sobre a expressao/ativacdo de PPARYy no tecido adiposo, a literatura
possui exemplos onde o farmacos blogueadores do SRA promovem o0 aumento
desse fator de transcricdo, (Santos et al., 2009; Iwai et al., 2010) correlacionando-o
com melhor funcdo tecidual e sensibilidade a insulina. Também, o aumento da
atividade do SRA foi correlacionado a diminuicdo da expressao de PPARy no tecido
adiposo (Krskova et al., 2011). Em nossos resultados, os bloqueios farmacoldgicos
do SRA néo foram eficazes em promover mudancgas na expressao génica de PPARy
em adipdcitos isolados. Isso nos leva a refletir sobre os resultados encontrados na

literatura.
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Alguns farmacos bloqueadores do SRA possuem efeito de ligacdo direta em
PPARYy (Storka et al., 2008), o que ocorre em intensidades diferentes, de acordo com
o farmaco utilizado. Dentre os bloqueadores do SRA, o bloqueador de receptor AT1,
telmisartan, se revelou um dos mais potentes agonistas parciais de PPARYy. (Erbe,
2006; Kurtz, 2005). O bloqueador de receptor AT1, Losartan, em altas doses (10™*M),
possuia capacidade de agonismo de PPARyem cultura de adipécitos através de
alguns metabdlitos (Schupp et al., 2006). Mas em nossos dados, bem como no
estudo de Schupp et al. (2006), o Losartan em doses de 10°M ndo estimulou de
modo direto ou indireto a expressdo ou ativagcdo de PPARYy. Cabe lembrar que em
casos de ativacdo pelo agonismo de ligantes, a expressdo de PPAR ytende a
diminuir, enquanto com estimulos indiretos a expressao tende a aumentar (Hauser
et al., 2000). Ja outros os farmacos utilizados, Alisquireno e Captopril, ainda néo
foram descritos como potentes agonistas parciais de PPARy, 0 que justifica o
resultado da expressao génica inalterado.

Entretanto, ndo somente esta hipétese deve ser considerada no estimulo de
PPARy. Também ja foi demonstrado em cultura de células musculares lisas que a
ANG Il inibe a ativacdo de PPARyvia quinases de serina/treonina (Alexis et al.,
2009). Contudo, esse efeito parece nédo ter acontecido em nosso modelo, talvez pela

presenca insignificante, ao menos para esse efeito, de ANG II.
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6 CONCLUSOES

Dentre os farmacos bloqueadores do SRA estudados, o Alisquireno e o
Captopril apresentaram influéncias significativas nos parametros estudados, sendo
eles:

e aumento da relacdo entre oxidacdo de glicose e incorporacdo desse
substrato em lipideos, frente a estimulo de insulina no grupo tratado com
Alisquireno;

e diminuicdo da incorporacdo de glicose em lipideos, particularmente na
fracdo glicerol do TAG mediante estimulo com insulina no grupo tratado
com Captopril, bem como diminuicdo da expresséo génica de receptor de
(pro) renina.

Por fim, nenhum dos farmacos foi capaz de alterar a capacidade lipolitica

estimulada pelo agonismo B-adrenérgico, expressdo génica dos componentes do

SRA estudadas e do fator de transcricdo PPARYy .
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