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RESUMO

Caminhotto RO. Bloqueadores farmacologicos 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 expressdo génica de PPARy, e de componentes do SRA,
também foi avaliada. Como resultados, o farmaco Alisquireno, aumentou a relacéo
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 adipécitos 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),



11

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
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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



17

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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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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