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RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) € um conjunto de fatores de risco, tais como aumento
da presséo arterial, resisténcia a insulina e obesidade abdominal, que aumentam a chance
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, renais e de diabetes tipo 2. Alteracbes
no sistema renina angiotensina (SRA) a favor das a¢des da angiotensina (Ang) Il/ receptor
AT, e 0 desbalanco na atividade do sistema nervoso autbnomo (SNA) a favor da maior
atividade simpatica participam do desenvolvimento e agravamento de diferentes alteracdes
cardiovasculares e metabdlicas relacionadas a SM. O outro eixo do SRA, representado
pelas acdes da Ang-(1-7)/ receptor Mas € amplamente conhecido por seus efeitos opostos a
Ang II/ receptor AT, em diferentes condi¢des patologicas. O aumento dos niveis periféricos
de Ang-(1-7) atenua o prognéstico de distarbios cardiovasculares e metabdlicos em
modelos experimentais de estudo da SM. No sistema nervoso central (SNC), a Ang-(1-7)
modula o SNA, facilita a bradicardia barorreflexa (BRS), e reduz a pressao arterial média
(PAM) em animais hipertensos. Neste estudo, avaliamos os efeitos produzidos pela infusdo
intracerebroventricular (ICV) crénica de Ang-(1-7) (200 ng/ h; -A7) ou salina 0,9% estéril
(grupos controle) (minibombas osmoticas Alzet — modelo 2004) sobre parametros
cardiovasculares e metabdlicos em modelos experimentais de estudo da SM: ratos Zucker
magros (LZR) e obesos (OZR) adultos (15 — 16 semanas; modelo genético) e ratos
Sprague-Dawley (6 — 7 semanas; SD) com suplementagéo alimentar de solucéo de frutose
10% por 10 semanas (modelo de suplementacéo alimentar - grupo Frutose). Comparados
aos grupos controle, a infusédo ICV crénica de Ang-(1-7) (21 dias) melhorou a BRS em ratos
LZR e OZR, normalizou a PAM em ratos OZR, sem promover alteracbes no perfil
metabdlico de ratos LZR ou OZR. Tais efeitos foram acompanhados por uma reducéo na
expressdao de mRNA para a enzima nNOS na regido dorsomedial do bulbo tanto de ratos
LZR-A7 quanto OZR-A7. Em ratos SD com suplementacédo alimentar de solugéo de frutose
10%, a infusdo ICV de Ang-(1-7) - da 62 a 102 semana de dieta (28 dias, grupo Frut+A7) —

normalizou a PAM, o BRS, reduziu o tbnus simpéatico cardiaco, bem como aumentou o0s
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niveis séricos de lipoproteinas de alta densidade (HDL), normalizou o peso do tecido
hepatico, a glicemia, a insulinemia, a tolerancia a glicose e os contetdos hepatico e
muscular de glicogénio, sem alterar o ganho de peso, 0 aumento do peso do tecido adiposo
retroperitoneal e a hiperleptinemia. Ratos Frut+A7 apresentaram ainda aumento na
expressdo de mRNA para o receptor Mas e reducdo na expressdo de mRNA para a
subunidade NR1 do receptor NMDA na regido hipotalamica, bem como reducdo na
expressao de mRNA para a enzima nNOS na regido dorsomedial do bulbo comparados aos
ratos Frutose e controle. Estes resultados mostram que o aumento crénico dos niveis
cerebrais de Ang-(1-7) melhora tanto alteracdes cardiovasculares quanto metabolicas
relacionadas a SM, e que tais efeitos sdo possivelmente mediados via a¢gbes do receptor
Mas em nucleos hipotalamicos e pela modulacdo do SNA. Além disso, estes dados
sugerem que os efeitos benéficos do aumento dos niveis cerebrais de Ang-(1-7) sobre as
alteragdes metabdlicas — em particular sobre o metabolismo da glicose — podem estar
relacionados ao estagio evolutivo de desenvolvimento de tais alteragbes. O presente
estudo sugere que estratégias farmacoldgicas que induzam aumento dos niveis cerebrais
de Ang-(1-7) devem ser consideradas no tratamento da SM, especialmente nos estagios

iniciais das alteracg6es fisiologicas.
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ABSTRACT

The metabolic syndrome (MetS) is a cluster of risk factors, such as increase in
arterial pressure, insulin resistance, and abdominal obesity, which increase the chance of
development of cardiovascular and renal diseases, and type Il diabetes. Inappropriate
overactivity of the renin-angiotensin system (RAS) in favor of angiotensin (Ang) Il/ AT,
receptor actions and an imbalance of the autonomic nervous system (ANS) in favor of the
sympathetic activity play a major role in the development and aggravation of cardiovascular
and metabolic disorders related to MetS. The other axis of RAS, represented by the actions
of Ang-(1-7)/ Mas receptor is mostly known by its opposing effects to Ang Il/ AT1 receptor in
different pathological conditions. The peripheral increase in Ang-(1-7) levels ameliorates
cardiovascular and metabolic disorders in experimental models to investigate MetS. In the
central nervous system (CNS), Ang-(1-7) modulates SNA, facilitates the baroreflex
bradycardia (BRS) and reduces mean arterial pressure (MAP) in hypertensive animals. In
this study, we sought to evaluate the effects of chronic intracerebroventricular (ICV) infusion
of Ang-(1-7) (200 ng/ h —A7) or 0.9% sterile saline (control groups) (Alzet osmotic minipumps
— model 2004) on cardiovascular and metabolic parameters in experimental models to
investigate MetS: adult (15 — 16 weeks/ age) lean (LZR) and obese (OZR) Zucker rats
(genetic model) and Sprague-Dawley (SD; 6—7 weeks/ age) fed 10% fructose solution for 10
weeks (diet model — Fructose group). Compared to control groups, chronic ICV infusion of
ang-(1-7) (21 days) improved BRS in both LZR and OZR, normalized MAP in OZR, with no
change in metabolic parameters in LZR or OZR. These effects were accompanied by a
reduction in mMRNA expression of neuronal nitric oxide enzyme (NNOS) in the dorsomedial
region of medulla in both LZR-A7 and OZR-A7. In fructose-fed SD rats, chronic ICV infusion
of Ang-(1-7), from 6™ — 10" week of diet (28 days, Frut+A7 group), normalized MAP, BRS,
reduced cardiac sympathetic tone, as well as increased serum levels of high density
lipoproteins (HDL), normalized relative hepatic weight, glycemia, insulinemia, glucose

tolerance, and hepatic and muscular glycogen content, without changing body weight gain,
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the increased relative weight of retroperitoneal adipose tissue and hyperleptinemia.
Compared to Fructose and control rats, Frut+A7 rats also shown increased mRNA
expression of Mas receptor, and reduced mRNA expression of NR1 subunit of NMDA
receptor in hypothalamus, as well as reduced mRNA of nNOS in the dorsomedial region of
medulla. These data show that chronic increase of Ang-(1-7) levels in the brain ameliorates
cardiovascular and metabolic disorders related to MetS, and suggest that such effects were
likely mediated through Mas receptor in hypothalamic nuclei and by ANS modulation.
Moreover, these results suggest that the metabolic improvements mediated by increasing
Ang-(1-7) levels in the brain — in particular glucose metabolism — might be related to the
time-course progression of these disorders and/ or to the intracellular signaling of leptin in
the CNS. The present study suggests that pharmacological approaches that increase Ang-
(1-7) levels in the brain should be considered to the treatment of MetS, especially in the

beginning of the development of physiological disorders.
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Introducéo

INTRODUCAO

SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica (SM) € um conjunto de fatores de risco que aumentam a chance
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, renais e diabetes tipo 2. Atualmente, cerca
de 25 % da populacdo adulta mundial apresentam SM, podendo esta prevaléncia variar para
mais ou para menos de acordo com o pais e critérios de definicdo (Cameron et al. 2004; Eckel
et al. 2005; Grundy 2008). No entanto, estudos realizados em diferentes paises nas ultimas
décadas mostram que a prevaléncia desta sindrome tem aumentado, acometendo também
criancas e adolescentes (Lobstein e Frelut 2003; Zimmet et al. 2007). Os principais fatores de
risco presentes na SM sdo: resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, obesidade abdominal,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e aumento da pressdo arterial (PA). Dentre estes, a
resisténcia a insulina e a obesidade abdominal sdo considerados fatores-chave (Eckel et al.
2005; Alberti et al. 2006).

A resisténcia a insulina pode ser caracterizada como um estado fisiolégico de menor
responsividade dos tecidos-alvo ao nivel sérico normal deste horménio. Tanto uma
predisposicdo genética como fatores comportamentais (por ex: obesidade, inatividade fisica)
estdo relacionados com o desenvolvimento de resisténcia a insulina (Sesti 2006). Estudos
mostram que a via de sinalizacdo intracelular da insulina que envolve a atividade da enzima
inositol-3-fosfato quinase (PI3K) esta prejudicada na condicdo de resisténcia a insulina (Cusi et
al. 2000; Asano et al. 2007; Gallagher et al. 2010). A ativagdo desta via estimula a captacdo de
glicose por diferentes tecidos, sintese de glicogénio hepatico e lipogénese nos tecidos
adiposos, bem como inibe a atividade da via da gliconeogénese e da producéo de lipoproteinas
de baixissima densidade (VLDL) pelo tecido hepatico (Cusi et al. 2000; Asano et al. 2007,

Gallagher et al. 2010; Kim e Feldman 2012). Por outro lado, a via de sinalizacao intracelular da



Introducéo

insulina que envolve a ativacdo da proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK) permanece
inalterada na condi¢do de resisténcia a insulina (Cusi et al. 2000); e por esta via, a insulina
promove efeitos proliferativos, estimulando a fosforilacdo de fatores de transcrigédo relacionados
ao crescimento celular (Cusi et al. 2000; Gallagher et al. 2010; Kim e Feldman 2012).

A obesidade abdominal tem sido considerada um fator importante no agravamento da
resisténcia a insulina em funcédo de possuir maior capacidade lipolitica comparada a outros
tecidos adiposos, contribuindo de forma significativa para os niveis circulantes de acidos graxos
livres (AGL) (Wajchenberg 2000). Na condi¢cdo de SM, alteracdes fisioldgicas ocorrem nos
tecidos adiposos, que favorecem o inicio de um circulo vicioso, onde o tecido adiposo, além de
armazenar os triacilgliceréis (TAG), inicia simultaneamente o processo de lipolise, aumentando
0s niveis séricos de AGL (Rutledge e Adeli 2007). Estes AGL serdo armazenados sob a forma
de TAG em tecidos ectdpicos, tais como o figado e a musculatura esquelética (Rutledge e Adeli
2007; Stanhope e Havel 2008). O figado retorna parte destes TAG a circulagdo sanguinea sob
a forma de VLDL, favorecendo a dislipidemia. O acUmulo exacerbado de TAG no tecido
hepatico (esteatose hepética) inibe o efeito supressor da insulina sobre a glicogendlise e
gliconeogénese, aumentando a producao hepatica de glicose, bem como favorece a formacgéo
de citocinas pré-inflamatérias, que agravam ainda mais a resisténcia a insulina neste tecido
(Rutledge e Adeli 2007; Stanhope e Havel 2008; Lim et al. 2010; Tappy e Le 2010). Como
consequéncia do desbalanco entre a utilizagéo de glicose pelos tecidos e a produgéo hepatica
de glicose ocorre um aumento da glicemia, que por sua vez estimula a maior liberagdo de
insulina pelas células B-pancreaticas, favorecendo a hiperinsulinemia (Stanhope e Havel 2008)
(Figura 1).

A condigdo de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia também alteram os efeitos da
insulina no sistema nervoso central (SNC). Enquanto os efeitos simpatoexcitatorios da insulina
parecem ser mantidos, seu efeito supressor sobre a ingestéo alimentar é reduzido (Abdulla et
al. 2011; Marino et al. 2011). Na condi¢do de SM ocorre ainda um aumento nos niveis séricos
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do horménio leptina, bem como a resisténcia aos seus efeitos supressores no SNC sobre a
ingestdo alimentar (Marino et al. 2011; Kalil e Haynes 2012) (Figura 1).

Tais complicacBes metabdlicas também estdo relacionadas com a alteracdo de
diferentes mecanismos envolvidos no controle da PA (Figura 1). Na condicdo de SM é
observada uma menor produgéo do vasodilatador 6xido nitrico (NO), aumento da atividade de
endotelina-1, maior producdo de espécies reativas de oxigénio, aumento da resisténcia
periférica vascular, aumento da retencéo de sédio e disfuncéo do controle barorreflexo que, em
conjunto, favorecem o aumento da PA (Abdulla et al. 2011).

Diferentes modelos experimentais s@o propostos com o0 intuito de elucidar a
fisiopatologia da SM. AlteracBes cardiovasculares e metabdlicas relacionadas a SM sé&o
observadas em modelos animais de mutacéo génica, tais como camundongos ob/ob - que ndo
produzem o hormodnio leptina; camundongos db/db e ratos Zucker obesos (OZR) (lida et al.
1996), que possuem mutacdo génica do receptor da leptina — alteracbes na via de sinalizacéo
da leptina resultam em hiperfagia (Varga et al. 2010); bem como em roedores que receberam
suplementacdo alimentar rica em lipideos e/ou carboidratos cronicamente (Demigné et al.
2006; Rutledge e Adeli 2007), ou foram submetidos a administracdo subcutanea de glutamato
monossodico (Kizer et al. 1977; Hirata et al. 1997).

Estudos realizados em modelos experimentais de estudo da SM mostram que o
desbalanco na atividade do sistema nervoso autbnomo (SNA), a favor da maior atividade
simpatica (Farah et al. 2006; Huber e Schreihofer 2011; De Angelis et al. 2012) e menor
atividade parassimpatica para diferentes tecidos-alvo (Ribeiro et al. 2005; Brito et al. 2008),
bem como a maior atividade do sistema renina angiotensina (SRA), a favor das ac¢des da
angiotensina (Ang) Il via receptor AT em diferentes tecidos (de Kloet et al. 2010; Kalupahana e
Moustaid-Moussa 2012; Grobe et al. 2013), exercem um papel importante no desenvolvimento

e no agravamento das complicac@es fisioldgicas relacionadas a esta sindrome.
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Figura 1 — Esquema simplificado das alterac@es fisioldgicas envolvidas com a resisténcia a insulina na
sindrome metabdlica. Tecido adiposo: producdo de leptina aumenta devido a resisténcia a leptina,
aumento da producédo de citocinas, diacilglicerol, e AGL. Sintese de adiponectina reduz na obesidade.
Producdo de citocinas, Acil-CoA, diacilglicerol e AGL pelo tecido adiposo branco favorece o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, disfuncdo mitocondrial, dislipidemia, reducéo da captacéo de
glicose pelo tecido muscular esquelético, aumento da producéo hepatica de glicose e toxicidade das
células B pancreéticas. Ocorréncia de hiperglicemia. Hiperglicemia favorece a maior insulinemia e
toxicidade das células B. Resisténcia a insulina favorece o desenvolvimento de hipertensao, em parte
por seus efeitos sobre as agfes do Oxido nitrico e endotelina-1 no endotélio. Prejuizos na via de
sinalizagcdo da insulina e leptina no cérebro resultam em aumento na ingestdo alimentar, prejuizo na
supressdo da gliconeogénese hepatica e no aumento da lipogénese pelo tecido adiposo branco.
Abreviagdes: acil-Coa, acil-Coenzima A de cadeia longa; AgRP, peptideo Agouti; «-MSH, horménio
estimulado por a-melandcito; AGL, acidos graxos livres; HDL, lipoproteina de alta densidade; NPY,
neuropeptideo Y; VLDL, lipoproteina de baixissima densidade (Modificacdo de Gallagher e

colaboradores, 2010).
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SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O SRA é classicamente conhecido como um importante mecanismo humoral de
regulagdo a meédio e longo prazo da PA. Este sistema possui um papel integrativo na
preservacdo da estabilidade hemodinamica, por meio de seus efeitos tréficos cardiacos e
vasculares, pela regulacdo do volume de fluido extracelular e do balango de sédio, bem como
por sua estreita relagdo com o SNA.

Nas Ultimas décadas tem sido mostrado que o SRA também participa da regulacdo de
outros sistemas fisiolégicos, exercendo um papel importante no metabolismo energético e na
consolidacdo da memodria (de Kloet et al. 2010; Baltatu et al. 2011; Kalupahana e Moustaid-
Moussa 2012). Outro aspecto importante que permitiu o maior entendimento das acdes do
SRA foi a descoberta dos SRA teciduais, que exercem seus efeitos de forma autocrina e
paracrina, bem como interagindo com o SRA sistémico (Bader et al. 2001; Paul et al. 2006;
Baltatu et al. 2011).

O SRA é um sistema de multiplos mediadores, dentre eles a Ang Il e a Ang-(1-7). A
formacdo dos peptideos do SRA ¢é iniciada pela hidrélise do angiotensinogénio - uma a-2
globulina - pelas enzimas renina, catepsina G, ou tonina, formando o decapeptideo Ang I. A
Ang | é, por sua vez, clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em Ang Il. Outras
enzimas podem também hidrolisar a Ang | em Ang Il, como a quimase e a catepsina A. Uma
vez formada, a Ang Il pode ser hidrolisada por aminopeptidases (AMP) em Ang lll, ou por D-
aminopeptidases (D-Amp) formando Ang IV, ou ainda pode formar Ang-(1-7), como sera
descrito adiante (Figura 1) (Santos e Ferreira 2007). Estas reacdes proteoliticas podem ocorrer
tanto nas células de diferentes tecidos, como na circulagado sanguinea.

A Ang |l possui dois receptores especificos transmembrana acoplados a uma proteina
G - os receptores AT, (AT, € ATy, em roedores) e AT,. A maioria das acdes mediadas pela
Ang Il na fase adulta ocorre via receptor AT, enquanto as aces da Ang Il via receptor AT,

sdo, em geral, opostas aquelas mediadas pelo receptor AT; (Timmermans et al. 1993).
5
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Tradicionalmente, a Ang Il €& conhecida por seus efeitos hipertensivos no sistema
cardiovascular mediados via receptor AT,;. Perifericamente, este peptideo € um potente
vasoconstrictor, estimula a proliferacdo celular e possui efeitos arritmogénicos e hipertréficos
(Bader et al. 2001). Com relacdo ao balanco energético, estudos iniciais mostram que a
infusdo subcutédnea de baixas doses de Ang Il reduz o peso corporal (PC), por mecanismos
gue envolvem a mobilizacdo da massa adiposa branca, reducédo dos niveis séricos de leptina
(Cassis et al. 1998), maior liberacdo de norepinefrina no tecido adiposo marrom (English e
Cassis 1999), e reducdo da ingestdo alimentar (Brink et al. 1996; English e Cassis 1999).
Estes estudos mostram, ainda, que tais efeitos sdo independentes do efeito pressor deste
peptideo (Brink et al. 1996; Cassis et al. 1998).

No entanto, diferente de tais achados, um nimero crescente de estudos reportam que a
hiperatividade do SRA sistémico e tecidual em longo prazo, em particular, do tecido adiposo
branco, a favor das acdes da Ang Il, participam do agravamento de alteracdes metabolicas
relacionadas a SM (de Kloet et al. 2010; Kalupahana e Moustaid-Moussa 2012; Putnam et al.
2012). De acordo, o bloqueio do SRA periférico em animais obesos ou com alteracdes
metabdlicas similares aquelas observadas na SM melhora o perfil metabdlico sérico, a
sensibilidade a insulina em diferentes tecidos, bem como reduz a hipertrofia de células
adiposas brancas, dentre outros efeitos benéficos (Navarro-Cid et al. 1995; Henriksen et al.
2001; Hsieh 2005; Munoz et al. 2006; de Kloet et al. 2009; Munoz et al. 2009; Shimamura et al.
2011).

De forma diferente, outro peptideo bioativo desse sistema - a Ang-(1-7), foco de nosso
estudo, constitui um importante mecanismo enddégeno que se opde a muitos efeitos da Ang II,
via receptor AT, (Santos et al. 2005; Santos e Ferreira 2007). A Ang-(1-7) pode ser formada
tanto pela hidrolise da Ang | por endopeptidases neutras (NEP) ou prolilendopeptidases (PEP),
como também por vias que envolvem a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), uma
enzima homologa a ECA (Donoghue et al. 2000; Tipnis et al. 2000) insensivel aos inibidores de

6
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ECA (Turner e Hooper 2002). Nestas vias, a Ang-(1-7) pode ser formada pela clivagem
sequencial da Ang | pela ECA2, formando Ang-(1-9), e desta pela ECA ou NEP, formando Ang-
(1-7); ou pode ser formada pela clivagem direta da Ang |l pela ECA2, sendo esta a principal via
de formacdo da Ang-(1-7) a partir da ECA2, uma vez que esta enzima possui mais afinidade
pela Ang Il que pela Ang | (Rice et al. 2004). Outra via de formagédo da Ang-(1-7) envolve a
clivagem da Ang Il pela PEP ou prolilcarboxipeptidases (PCP). Uma vez formada, a Ang-(1-7)
pode ser hidrolisada pela ECA, formando Ang-(1-5), que é seu principal metabdlito inativo
(Chappell et al. 1998) (Figura 2).

As acgbes da Ang-(1-7) sdo mediadas pelo seu receptor especifico Mas, um receptor
transmembrana acoplado a uma proteina G (Santos et al. 2003). Perifericamente, a Ang-(1-7)
€ um potente vasodilatador e apresenta também efeito antitromboético, antiproliferativo e anti-
hipertrofico (Santos et al. 2005). Tal como observado para as alteragBes cardiovasculares,
estudos mostram que o aumento crénico dos niveis periféricos de Ang-(1-7) tem sido
relacionado com uma melhora significativa de alteracbes metabdlicas (Giani et al. 2009;
Santiago et al. 2010; Santos et al. 2012). Ratos transgénicos que superexpressam Ang-(1-7)
circulante — TGRL3292 - apresentam melhora no perfil lipidico sérico, redu¢do no peso do
tecido adiposo retroperitoneal e epididimal, melhor sensibilidade a insulina e tolerancia a
glicose (Santiago et al. 2010). De forma semelhante, quando submetidos a ingestéo de dieta
hiperlipidica, estes animais apresentam aumento de lipoproteinas de alta densidade (HDL)
circulante e menor expressao de fatores pro-inflamatérios no tecido adiposo branco (Santos et
al. 2012). Tais alteragdes ndo sdo acompanhadas de mudangas na ingestdo alimentar (dieta
padrdo ou hiperlipidica), insulinemia, glicemia e conteiddo muscular de glicogénio (Santiago et
al. 2010; Santos et al. 2012). Em contrapartida, camundongos knockout (KO) para o receptor
Mas desenvolvem alteracBes cardiovasculares (de Moura et al. 2010) e metabdlicas (Santos et

al. 2008; Mario et al. 2012) semelhantes aquelas observadas na SM, sugerindo que o



Introducéo

funcionamento apropriado do eixo Ang-(1-7)/ receptor Mas exerca um importante papel

enddgeno protetor contra tais alteracdes.

Angiotensinogénio

Tc_mlna Renina ——> m
Catepsina G

Ang | ECA2 . Ang-(1-9)
Call
_ECA NEP ECA, NEP
Quimase PEP
Catepsina A

AMP D-Amp

Figura 2 — Esquema simplificado das vias de formac&o das angiotensinas bioativas e seus metabdlitos
inativos. AMP = aminopeptidase; Ang = angiotensina; AT = receptor de Ang Il; ECA = enzima
conversora de angiotensina; ECA 2 = enzima homologa a ECA; IRAP = aminopeptidase regulada pela
insulina; Mas = receptor de Ang-(1-7); NEP = nedopeptidase neutra; PCP = prolil carboxipeptidase;
PEP = prolil endopeptidase; (P)RR = receptor de renina-pro-renina (Modificado de Santos e Ferreira,

2007).
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SRA CEREBRAL E HOMEOSTASE ENERGETICA

Componentes do SRA estdo presentes tanto em neurbnios quanto em células gliais
(Paul et al. 2006; Grobe et al. 2008). Diferentes estudos neuroanatdomicos e fisiol6gicos
reforcam um papel importante do SRA em diferentes areas cerebrais relacionadas com a
regulagdo da PA e/ ou homeostase energética, tais como regides hipotalamicas - como o
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), o nucleo arqueado (NArqg) e o 6rgéo subfornicial
(SFO); bem como regibes bulbares - como o nucleo do trato solitario (NTS), o bulbo
ventrolateral rostral (RVLM) e o nlcleo motor dorsal do vago (DMNV) (Block et al. 1988; Lenkei
et al. 1997; Veerasingham e Raizada 2003; Pan 2004; Becker et al. 2007; Grobe et al. 2008; de
Kloet et al. 2010). Além disso, os componentes do SRA estdo presentes em areas cerebrais
relacionadas ao aprendizado e memoéria (Fernando et al. 2005). Deste modo, um numero
crescente de evidéncias mostra que os peptideos bioativos do SRA cerebral, por meio de
sinalizagBes autdcrinas e/ou paracrinas e agindo como neurotransmissores, ndo apenas
regulam a PA e o balanco de fluidos, como também regulam o aprendizado, a meméria e a
ansiedade e fun¢Bes metabolicas.

No SNC, a Ang Il - seja proveniente da circulacdo sanguinea, atuando nos 6rgaos
circunventriculares; ou sintetizada no SNC - é amplamente conhecida por seus efeitos
simpatoexcitatorios, dipsogénicos e estimulador da liberacdo de vasopressina (Epstein et al.
1970; Aguilera e Kiss 1996; Bader et al. 2001; Veerasingham e Raizada 2003; Pan 2004), de
atenuacao sobre o controle barorreflexo da frequéncia cardiaca (FC) (Campagnole-Santos et
al. 1992), e estimulo estresse oxidativo (Zimmerman 2011), contribuindo cronicamente para o
desenvolvimento de hipertensado arterial (Veerasingham e Raizada 2003). Estudo em animais
obesos mostra que a maior atividade do SRA cerebral a favor das acdes da Ang Il também esta
relacionada com a hipertenséo arterial induzida pela obesidade (Huber e Schreihofer 2011).

Estudo recente mostra que a infusdo ICV de insulina potencializa o efeito pressor da

Ang Il no SNC, sugerindo uma interagcdo entre estas duas vias de sinalizagdo no SNC, em
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particular em ndcleos hipotalamicos, por meio da ativacédo da via da MAPK (Mayer et al. 2010).
A acdo da Ang Il via receptor AT; também estd envolvida com os efeitos simpatoexcitatérios
para o tecido adiposo marrom e leito renal mediados pela infusdo intracerebroventricular (ICV)
aguda de leptina, ao passo que nao interfere na simpatoexcitacdo mediada pelo fator liberador
de corticotropina ou melanocortina (Hilzendeger et al. 2012). No entanto, ndo ha estudos na
literatura acerca do bloqueio ou delecdo do receptor AT; sobre os efeitos mediados pelo
aumento cronico dos niveis cerebrais de leptina.

Diferente do observado para a regulacdo da PA, estudos mostram que, em relagdo ao
balanco energético, os efeitos mediados pela Ang Il cerebral diferem daqueles mediados pela
Ang Il sistémica ou sintetizada do tecido adiposo branco, sugerindo a existéncia de um
mecanismo de feedback negativo entre as acdes da Ang Il cerebral e periférica (de Kloet et al.
2010; de Kloet et al. 2011; Grobe et al. 2013). E proposto ainda que parte do balango
energético negativo observado com a infusdo periférica com inibidor de ECA seja decorrente da
acao da Ang Il no SNC sobre a ingestéo alimentar (de Kloet et al. 2009).

A infusdo ICV crbonica de Ang Il reduz ganho de peso corporal em ratos alimentados
com dieta padrdo para roedores, por reduzir a ingestdo alimentar e aumentar o0 gasto
energético corporal (Porter et al. 2003; Porter e Potratz 2004; de Kloet et al. 2011). Diferentes
mecanismos centrais parecem contribuir para tais efeitos, tais como alteracdes na expressao
génica para o horménio liberador de corticotropina (CRH), horménio liberador de tireotropina
(TRH), neuropeptideo relacionado ao gene Agouti (AgRP) e polipeptideo pré-opiomelanocortina
(POMC) no hipotalamo (de Kloet et al. 2011). Estudo ex vivo com células hipotalamicas de
camundongos corroboram com estes achados, mostrando que a Ang Il reduz a expressao
génica para o Neuropeptideo Y (NPY) e orexina (Yoshida et al. 2012). Além disso, 0 aumento
dos niveis cerebrais de Ang Il esta relacionado com menor acumulo de massa adiposa (Porter
et al. 2003; de Kloet et al. 2011; Yoshida et al. 2012), e com um aumento de indices de maior
atividade simpatica no tecido adiposo marrom (Porter et al. 2003; Porter e Potratz 2004; de
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Kloet et al. 2011) e no tecido adiposo branco (Porter et al. 2003; Porter e Potratz 2004; de Kloet
et al. 2011).

Embora os estudos com infusé@o ICV de Ang Il sejam consistentes com o efeito inibitorio
da Ang Il sobre a ingestdo alimentar e reducdo da massa adiposa, estudos em animais KO
para o receptor AT, oferecem resultados contraditorios. Enquanto um grupo de pesquisadores
mostra que estes animais quando alimentados com dieta padrdo sdo hiperfagicos e obesos
(Yamamoto et al. 2011); outros mostram que estes animais ndo apresentam alteracdées no peso
corporal basal (Kouyama et al. 2005; Hilzendeger et al. 2012), nem na ingestdo alimentar
guando alimentados com dieta hipercaldrica (Kouyama et al. 2005). Estudos com animais
transgénicos sugerem ainda que tanto a maior ou menor atividade do SRA cerebral influenciam
em outros aspectos relacionados a homeostase energética.

Animais transgénicos que superexpressam SRA tecidual, incluindo no cérebro -
[(MRen2)27] - além de servirem como modelo de estudo sobre a interacdo entre os SRA
teciduais e o desenvolvimento de alteragbes cardiovasculares - apresentam resisténcia a
insulina (Blendea et al. 2005) e esteatose hepatica (Wei et al. 2008), sem apresentarem
alteragdes quanto a ingestao alimentar (Kasper et al. 2005). A resisténcia a insulina nestes
animais aparece na fase juvenil (6 semanas de idade), enquanto os niveis de Ang Il circulantes
permanecem inalterados (Senanayake et al. 1994; Mitchell et al. 1997), sugerindo um
envolvimento dos SRA teciduais, a favor das acdes da Ang Il e independente do SRA
circulante, na reducdo da sensibilidade a insulina. Diferente do observado com a infusdo ICV
cronica de Ang Il, estes animais mostram que o aumento sustentado da atividade do SRA
cerebral a favor das a¢fes da Ang Il ndo promove efeitos inibitérios sobre a ingestéo alimentar.

Por outro lado, animais transgénicos que expressam um antisense para a sintese de
angiotensinogénio na glia - induzindo reducédo significativa na atividade do SRA cerebral,
embora hiperfagicos, apresentam melhora em parametros cardiovasculares — menor PA média
(PAM) e FC basais, melhor sensibilidade do controle barorreflexo (Caligiorne et al. 2008) e
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menor ativacao simpatica (Gomes da Silva et al. 2012). Além disso, estes animais apresentam
melhora em paradmetros metabdlicos - tais como menor peso corporal, baixo indice de glicemia,
insulinemia e leptinemia, além de maior tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina (Kasper
et al. 2005; Kasper et al. 2006). Estas alteracfes sugerem que a reducdo na atividade do SRA
cerebral, a despeito da atividade da renina plasmética e da concentracao de angiotensinogénio
plasmético normais (Schinke et al. 1999; Baltatu et al. 2000), proteja estes animais contra
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas.

O aumento agudo ou crbnico dos niveis cerebrais de Ang-(1-7) também esta
relacionado com a melhora de parametros cardiovasculares em diferentes modelos
experimentais de hipertensdo arterial (Britto et al. 1997; Heringer-Walther et al. 2001,
Guimaraes et al. 2012). No SNC, a Ang-(1-7) é amplamente conhecida por ser um potente
facilitador do controle barorreflexo da FC (Campagnole-Santos et al. 1989; Campagnole-Santos
et al. 1992) e modulador do SNA (Silva et al. 2005; Kar et al. 2011; Guimaraes et al. 2012).
Embora estudos com microinjecdo aguda em sitios especificos mostrem que a Ang-(1-7) no
SNC promove tanto efeitos simpatoexcitatérios como simpatoinibitérios, dependendo da regido
cerebral estudada (Silva et al. 1993; Fontes et al. 1997; Alzamora et al. 2002; Silva et al. 2005;
Alzamora et al. 2006), 0 aumento cronico dos niveis cerebrais deste peptideo reduz a PAM de
ratos hipertensos, em parte por normalizar o ténus autonémico cardiaco e o controle
barorreflexo da FC e da atividade simpatica do nervo renal (RSNA) (Guimaraes et al. 2012),
bem como reduz a RSNA basal em animais com insuficiéncia cardiaca (Kar et al. 2011). No
entanto, ndo h& estudos na literatura a respeito dos efeitos mediados pelo aumento dos niveis

cerebrais de Ang-(1-7) sobre a regulacéo do metabolismo energético.
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RATOS ZUCKER OBESOS

Ratos Zucker obesos (OZR) foram descritos em 1961 como uma mutacdo espontanea
entre os ratos Merck Stock M e Sherman (ZUCKER e ZUCKER 1961; Argilés 1989). Estes
animais apresentam mutacdo no gene que codifica 0 dominio extracelular de todas as
isoformas para o receptor de leptina (fa/fa), induzindo a substituicdo do amino&cido glutamina
por prolina no cddon 269 (Chua et al. 1996; lida et al. 1996; Takaya et al. 1996). Esta mutacao
reduz a expresséao do receptor na membrana celular (Chua et al. 1996; Rosenblum et al. 1996;
White et al. 1997), bem como reduz a afinidade de ligacdo da leptina (Chua et al. 1996;
Rosenblum et al. 1996; Yamashita et al. 1997), e quando ativado, o receptor ndo estimula
adequadamente a transducéo de sinal intracelular (da Silva et al. 1998). Assim, por diferentes
mecanismos esta mutacdo impede a acdo da leptina em seu receptor, e consequentemente,
seus efeitos fisioldgicos, mimetizando um quadro de resisténcia a leptina (Chua et al. 1996; lida
et al. 1996; Phillips et al. 1996). Considerando que ratos OZR apresentam muitas das
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas observadas em humanos obesos e que a mutacao
no receptor de leptina ja foi detectada em humanos (Clement et al. 1998; Farooqi et al. 2007;
Mazen et al. 2011), estes animais tornam-se um modelo genético apropriado e interessante
para o entendimento da fisiopatologia da SM.

Comparados aos ratos Zucker magros, sem mutagdo no receptor de leptina (lean
Zucker rat — LZR), ratos OZR apresentam resisténcia a insulina (Durham e Truett 2006) e
hiperleptinemia (Truett et al. 2000) j& na fase de amamentacdo. A maior eficiéncia energética
permite que estes animais apresentem um aumento significativo no acumulo de tecido adiposo
ja nos primeiros 21 dias de idade, embora ainda n&do sejam visivelmente obesos (Kortner et al.
1994; Truett et al. 2000; Durham e Truett 2006). A partir do 22° dia de idade, estes animais
desenvolvem hiperfagia e hiperinsulinemia, tornando visivelmente obesos a partir de 28 dias de

idade (Truett et al. 2000; Durham e Truett 2006).
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A resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia observadas em ratos OZR jovens (6 - 82
semana de vida) estdo associadas a um aumento significativo na reatividade da atividade
simpatica, sendo este um dos possiveis mecanismos relacionados com o desenvolvimento de
hipertenséo arterial nesses animais (Ruggeri et al. 2006). O desenvolvimento de hipertenséo
arterial estd associado a idade e ao maior peso corporal em ratos OZR (Di Nardo et al. 2009), e
embora ja tenha sido reportado um aumento na PA de ratos OZR jovens anestesiados (Di
Nardo et al. 2009), outros estudos realizados tanto em animais acordados ou anestesiados,
mostram gue nesta fase estes animais sdo normotensos (Ruggeri et al. 2006; Schreihofer et al.
2007; Osmond et al. 2009) e apresentam atividade normal do controle barorreflexo da FC e da
atividade simpética (nervo esplancnico) (Schreihofer et al. 2007).

O aumento na PAM basal em ratos OZR é estabelecido entre a 122 e 132 semana de
idade, atingindo um platd a partir desta idade (Osmond et al. 2009). O aumento moderado da
PA em ratos OZR adultos é acompanhado por uma reducdo significativa no controle
barorreflexo da FC e da atividade simpatica (nervo esplancnico) (Schreihofer et al. 2007).
Tanto um prejuizo na atividade simpatica quanto parassimpatica cardiaca contribuem para a
reducdo no controle barorreflexo da FC nesses animais (Bunag e Barringer 1988; Barringer e
Bunag 1989). Além disso, recentemente foi mostrado que a atividade das aferéncias
barorreceptoras (nervo depressor adrtico) € normal em ratos OZR adultos, sugerindo que o
prejuizo na atividade barorreflexa simpatoinibitéria nesses animais seja decorrente de
mecanismos centrais (Huber e Schreihofer 2010).

Além de um prejuizo no controle barorreflexo da atividade simpética, ratos OZR adultos
apresentam maior atividade simpatica basal (nervo esplancnico e renal) (Morgan et al. 1995;
Huber e Schreihofer 2010; Huber e Schreihofer 2011) e resposta depressora acentuada ao
blogueio ganglionar (Pamidimukkala e Jandhyala 1996; Carlson et al. 2000), o que reforca a
disfuncdo do SNA a favor da maior atividade simpéatica como um fator importante para o
aumento na PAM basal em ratos OZR. Um aumento na atividade tbnica angiotensinérgica
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(Ang 1) na RVLM associado a uma menor atividade inibitoria GABAérgica (GABA = acido
Gama-aminobutirico) neste nucleo contribuem para o aumento da atividade simpética e PAM
basais de ratos OZR (Huber e Schreihofer 2011). Tal prejuizo na inibicdo GABAérgica da
RVLM parece ser, pelo menos em parte, devido a um prejuizo na transmissao sinaptica
proveniente do NTS via bulbo ventrolateral caudal (CVLM) (Huber e Schreihofer 2011).

Alteracdes na atividade do SRA cerebral de ratos OZR parecem ser independentes de
alteragbes no SRA circulante, uma vez que estes animais apresentam atividade da renina
plasmatica reduzida (Harker et al. 1993; Alonso-Galicia et al. 1996; Stepp et al. 2007), bem
como reducd@o nos niveis plasméticos de Ang Il (Barretti et al. 2012). De acordo, ratos OZR
adultos também apresentam maior atividade no SRA em outros tecidos, tais como no tecido
adiposo (Hainault et al. 2002; Munoz et al. 2009), no tecido cardiaco (Barretti et al. 2012), e no
tecido hepético (Toblli et al. 2008). Apesar da redugéo nos niveis circulantes de Ang Il, ratos
OZR adultos apresentam resposta pressora exacerbada a administracao endovenosa (e.v.) de
Ang Il (Alonso-Galicia et al. 1996). Além disso, o blogueio crénico da atividade da Ang Il em
seu receptor AT, reduz a PAM de ratos Zucker (Alonso-Galicia et al. 1996; Munoz et al. 2009;
Shimamura et al. 2011), sendo este efeito mais proeminente em ratos OZR, 0 que sugere que 0
aumento na PAM basal de ratos OZR seja em parte devido a maior atividade da Ang Il nesses
animais (Alonso-Galicia et al. 1996), e que tal influéncia também envolve mecanismos centrais
(Huber e Schreihofer 2011).

A reducdo da atividade do SRA periférico, seja com bloqueador do receptor AT; ou
inibicdo da atividade da ECA, atenua as alteracdes metabdlicas, em patrticular a resisténcia a
insulina em diferentes tecidos, em ratos OZR adultos (Henriksen et al. 2001; Munoz et al. 2006;
Toblli et al. 2008; Munoz et al. 2009). Deste modo, diferentes evidéncias apontam uma
participacdo importante do SRA a favor das acbes da Ang Il, seja no SNC ou em tecidos
periféricos, no agravamento das alteragdes cardiovasculares e metabodlicas observadas nesses
animais.
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No entanto, com relacdo ao eixo ECA2/Ang-(1-7)/ receptor Mas, pouco foi elucidado
nesses animais. Ratos OZR adultos ndo apresentam alteracdes na expressao protéica e na
atividade da enzima ECA2 no ventriculo esquerdo (Barretti et al. 2012). Por outro lado,
apresentam aumento nos niveis de Ang-(1-7) e na expressao relativa de mRNA para o receptor
Mas no cortex renal (Samuel et al. 2012). Apesar destes estudos iniciais sobre o eixo ECA2/
Ang-(1-7)/ receptor Mas em ratos OZR, ainda ndo foi elucidado nenhum aspecto da
contribuicdo deste eixo, seja perifericamente ou no SNC, na fisiopatologia das alteracbes

cardiovasculares e metabdlicas de ratos OZR.
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SUPLEMENTACAO ALIMENTAR COM MONOSSACARIDEO FRUTOSE

A frutose é uma hexose presente primariamente na cana de acgUcar, mel e frutas. Até a
década de 70, a frutose era pouco consumida, sendo utilizada basicamente como adogante na
dieta de pacientes diabéticos, devido ao seu metabolismo diferenciado da glicose. Contudo,
com a aplicagdo tecnoldgica na indastria alimenticia, o consumo de frutose por humanos
aumentou significativamente, principalmente sob a forma de xarope de milho rico em frutose e
sob a forma de sacarose (Brown et al. 2008; Brownell e Frieden 2009).

A ingestdo aguda de frutose aumenta a PA, a FC e a atividade simpdética, bem como
reduz a sensibilidade do controle barorreflexo da FC em humanos saudaveis (Brown et al.
2008). De acordo, a ingestdo cronica desse monossacarideo por individuos com sobrepeso
aumenta a massa adiposa abdominal, os niveis de TAG pds-prandial, a glicemia e insulinemia
de jejum, bem como reduz a tolerancia a glicose (Stanhope e Havel 2009; Stanhope et al.
2009; Teff et al. 2009). Deste modo, considerando a inser¢éo da frutose na dieta alimentar,
bem como os resultados de diferentes estudos em humanos sobre os efeitos fisiol6gicos
decorrentes do consumo desse monossacarideo, a maior ingestdo de frutose tem sido
associada ao aumento da prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica em humanos
(Ludwig et al. 2001; Elliott et al. 2002; Bray et al. 2004; Basciano et al. 2005).

A absorcdo da frutose ocorre pelo transportador de glicose 5 (GLUT 5) presente na
borda em escova no intestino delgado , e resulta numa captacdo massiva de frutose na
primeira passagem pelo figado, via GLUT 5 ou GLUT 2. No citosol do hepatécito, a frutose é
imediatamente fosforilada a frutose-1-fosfato, pela enzima frutoquinase. Em seguida, a frutose-
1-fosfato é convertida em 2 trioses pela enzima Aldolase B, a diidroxiacetona-fosfato e
gliceraldeido. Assim, a entrada da frutose na via glicolitica ndo é regulada pela enzima
fosfofrutoquinase, um dos principais pontos de regulacdo da via, e ocorre independente da
secrecdo de insulina pelas células B pancreéaticas. Essas trioses sdo convertidas a piruvato

pela via glicolitica e oxidadas a dioxido de carbono e &gua pelo ciclo de Krebs. O excedente
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dessas trioses pode ser convertido a glicose, glicogénio, lactato, ou em glicerol e acidos graxos
nos hepatdcitos — sendo estes Ultimos o destino mais comum dos carbonos de frutose néo
utilizados no ciclo de Krebs e de maior impacto para as alteracdes metabdlicas decorrentes da
ingestdo elevada de frutose. No citosol dos hepatdcitos, estes acidos graxos formam TAG por
esterificacdo - processo conhecido como lipogénese de novo — sendo armazenados neste
tecido como goticulas lipidicas ou secretados na corrente sanguinea sob a forma de VLDL
(Rutledge e Adeli 2007; Lim et al. 2010; Tappy e Le 2010; Samuel 2011).

Nos capilares, estes TAG sao hidrolizados pela lipase lipoprotéica em acidos graxos
nao esterificados e monoacilglicerdis, que sdo captados pelo tecido adiposo, onde novamente
s&o esterificados em TAG e armazenados no citoplasma dos adipdcitos. A medida que os
adipdcitos excedem sua capacidade maxima de estocagem, alteracdes intracelulares ocorrem
iniciando um circulo vicioso, onde o tecido adiposo inicia simultaneamente o processo de
lipdlise. Neste processo, os TAG sao hidrolisados a acidos graxos e glicerol pela acdo da
enzima lipase horménio sensivel, aumentando o efluxo de AGL dos adipécitos para a corrente
sanguinea. Parte destes AGL sera armazenada em tecidos ectopicos sob a forma de TAG, tais
como no figado e na musculatura esquelética (Rutledge e Adeli 2007; Stanhope e Havel 2008;
Tappy e Le 2010). Tais alteracdes intracelulares nos adipdcitos estdo relacionadas com a
infiltracdo de macréfagos neste tecido, maior producao de citocinas pro-inflamatérias, estresse
oxidativo, maior sensibilidade ao efeito lipolitico das catecolaminas, prejuizo na ativagédo de
fatores transcricionais relacionados a sintese de TAG, e menor sensibilidade aos efeitos anti-
lipoliticos da insulina. Tais alteragcbes por fim interferem na atividade de diferentes vias
metabdlicas, inclusive a da insulina, agravando o quadro de resisténcia a insulina neste tecido
(Rutledge e Adeli 2007; Stanhope e Havel 2008; Lim et al. 2010).

Alteracbes em outros mecanismos regulatérios intracelulares nos hepatécitos em
funcdo do metabolismo da frutose também favorecem o maior acumulo de goticulas lipidicas
neste tecido, tais como a inibicdo da atividade da via da p-oxidacdo e a maior atividade de
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fatores de transcricdo de elemento de ligacéo regulatério de esterol (SREBPS) — que estimulam
a sintese de acidos graxos a partir da Acetil-Coenzima A (Lim et al. 2010). O metabolismo
hepatico da frutose também estimula a formacéo de diacilglicerdis e a sintese de fatores pro-
inflamatdrios no citosol dos hepatocitos, que por sua vez estimulam a fosforilagdo do substrato
do receptor de insulina em serina, favorecendo o desenvolvimento de resisténcia a insulina
neste tecido (Rutledge e Adeli 2007; Stanhope e Havel 2008; Lim et al. 2010; Tappy e Le
2010).

Deste modo, a ingestdo em longo prazo de frutose esta relacionada com o
aparecimento de diferentes alteracdes cardiovasculares e metabdlicas relacionadas & SM. As
principais alteracdes cardiovasculares observadas sdo: aumento da PAM, prejuizo no controle
barorreflexo e disfuncdo endotelial (Abdulla et al. 2011). Enquanto as principais alteracbes
metabodlicas sdo: esteatose hepdtica, resisténcia a insulina e a leptina, dislipidemia,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e maior acamulo de gordura visceral (Rutledge
e Adeli 2007; Stanhope e Havel 2008; Lim et al. 2010; Tappy e Le 2010; Abdulla et al. 2011).

Diferentes estudos mostram um papel importante do SNA e do SRA a favor das ac¢des
da Ang Il nas alteragBes cardiovasculares e metabdlicas induzidas pelo consumo em longo
prazo de frutose (Verma et al. 1999; Kamide et al. 2002; Cunha et al. 2007; Brito et al. 2008; De
Angelis et al. 2012).

Tanto alteragBes na atividade parassimpatica quanto simpética sdo observadas neste
modelo experimental. A ingestdo em longo prazo de frutose em roedores reduz o ténus
parassimpético (Brito et al. 2008) e aumenta o tbnus simpético (De Angelis et al. 2012)
cardiaco. Recentemente foi mostrado que a alteragdo no balan¢o autonémico a favor das
acOes do tbnus simpatico precede o aparecimento das alteragcdes hormonais e metabdlicas em
camundongos que receberam suplementacdo alimentar com frutose (De Angelis et al. 2012).
Além disso, a resisténcia hepatica a insulina em funcdo da suplementacdo alimentar com
sacarose esta relacionada com um prejuizo na atividade parassimpdtica neste tecido (Ribeiro
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et al. 2005). Por outro lado, a simpatectomia (Verma et al. 1999) ou inibicdo farmacoldgica da
atividade simpética com moxonidina (Rosen et al. 1997) previne a resisténcia a insulina, a
hiperinsulinemia e o0 aumento da PA em ratos com suplementacdo alimentar rica em frutose,
sugerindo uma participacdo importante do sistema nervoso simpatico no desenvolvimento de
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas neste modelo experimental.

O bloqueio periférico do receptor AT, (Navarro-Cid et al. 1995; lyer et al. 1996; Hsieh
2005) ou da atividade da ECA (Erlich e Rosenthal 1995; Furuhashi et al. 2004; Miatello et al.
2004) melhoram a tolerancia a glicose, a sensibilidade a insulina, reduzem a PAM e a
hipertrofia de células adiposas em roedores que receberam suplementacdo alimentar com
frutose. De forma semelhante, o aumento crénico periférico de Ang-(1-7) reduz a PA, a
hipertrofia e fibrose cardiaca (Giani et al. 2010), bem como melhora a resisténcia a insulina,
normaliza os niveis de insulina e TAG séricos em ratos que receberam suplementacao
alimentar rica em frutose (Giani et al. 2009; Marcus et al. 2012; Munoz et al. 2012), pelo menos
em parte, por aumentar a expressao de mediadores da via de sinalizagédo da insulina no tecido
adiposo, musculo esquelético e figado (Munoz et al. 2012), e reduzir a infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo branco desses animais (Marcus et al. 2012), sugerindo um efeito
protetor importante do eixo Ang-(1-7)/ receptor Mas perifericamente contra as alteracfes
cardiovasculares e metabdlicas observadas neste modelo experimental.

Diferente do observado para o SRA periférico, pouco foi elucidado sobre a participagao
do SRA cerebral no modelo de suplementagéo alimentar com frutose. Estudo recente sugere
uma interacdo entre as agbes da Ang Il via receptor AT, e receptores B-adrenérgicos no
hipotdlamo, que poderia contribuir para 0 aumento na PA nesses animais (Mayer et al. 2008).
No entanto, tais efeitos parecem ndo ser acompanhados por alteracdes na expressdo do
receptor AT, nesta regido cerebral (lyer et al. 1996). Com relacdo ao eixo Ang-(1-7)/ receptor

Mas no SNC, ainda néo foi elucidada a contribuicdo do mesmo neste modelo experimental.
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PARTICIPACAO DA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASE NEURONAL (NNOS) E DO
RECEPTOR N-METIL-D-ASPARTATO (NMDA) NO SNC SOBRE A REGULAGAO DA

PRESSAO ARTERIAL E DO METABOLISMO ENERGETICO

A nNOS é uma das isoformas da enzima que sintetiza o 6xido nitrico (NO) (Schuman e
Madison 1994), um potente neurotransmissor simpatoinibitdrio que atua em areas cerebrais
como o PVN (Zhang e Patel 1998; Li e Patel 2003; Sharma et al. 2011; Zheng et al. 2011,
Martins-Pinge et al. 2012) e a RVLM (Zanzinger et al. 1995; Kishi et al. 2001; Kishi et al. 2003).
Estudos mostram que um prejuizo na liberacdo de NO (Li e Patel 2003) via reducdo da
atividade da nNOS no PVN (Sharma et al. 2011) estd relacionado com a maior
simpatoexcitacdo na insuficiéncia cardiaca congestiva. Por outro lado, alguns estudos
mostram que a expressao génica ou proteica de isoformas que sintetizam o NO pode variar de
acordo com o estagio evolutivo da hipertensdo arterial ou com o modelo de indugdo de
hipertensédo (Clavier et al. 1994; Plochocka-Zulinska e Krukoff 1997).

Estudos também sugerem que o NO participe do controle barorreflexo, no entanto seus
efeitos ainda ndo estdo completamente elucidados. A liberacdo de NO no NTS pode tanto
facilitar o controle barorreflexo da FC (Hirooka et al. 2003), e que este efeito é, pelo menos em
parte, pela sintese do NO via nNOS (Talman e Dragon 2004), como também pode promover
um efeito inibitério (Paton et al. 2001; Waki et al. 2003) ou mesmo que 0 mesmo nao modula o
controle barorreflexo neste ndcleo (Zanzinger et al. 1995). Por outro lado, a facilitagdo da
sintese de NO na RVLM, via nNOS, melhora o controle barorreflexo da FC em animais com
insuficiéncia cardiaca congestiva (Wang et al. 2003). De forma diferente, na CVLM, o blogueio
inespecifico da sintese de NO facilita o controle barorreflexo da FC, ao passo que a maior
disponibilidade de NO reduz a bradicardia barorreflexa, sugerindo que o NO exer¢ca uma

modulac¢éo inibitoria sobre o controle barorreflexo da FC neste nucleo (de Castro et al. 2012).
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Evidéncias recentes mostram que o NO também participa da regulacdo do balanco
energético por atuar sobre a atividade de neurdnios hipotalamicos (Morley e Flood 1991,
Morley et al. 1999; Gaskin et al. 2003; Canabal et al. 2007). Enquanto o aumento dos niveis
séricos de leptina reduz o peso corporal, a ingestdo alimentar e a atividade da NOS no
hipotadlamo, a administragcéo ICV aguda de NPY aumenta a atividade desta enzima nesta regido
(Morley et al. 1999). Animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentam menor expressao
da nNOS no VMH, no entanto, sdo mais sensiveis ao efeito da inibicdo da NOS sobre o ganho
de peso e ingestdo alimentar, sugerindo um papel do NO na hiperfagia e obesidade induzida
pela dieta palatavel (Sadler e Wilding 2004). Glicose, leptina e insulina modulam a atividade da
nNnNOS em cultura de neurénios glicossensiveis do VMH (Canabal et al. 2007). A maior atividade
da enzima nNOS em ndcleos hipotalamicos também esta relacionada com a reducdo da
sensibilidade hepética a insulina, reducdo no contedado hepatico de glicogénio e maior
producdo hepética de glicose durante o aumento sérico de TAG - estas alteragcdes parecem
estar relacionadas, pelo menos em parte, a um prejuizo na ativagdo parassimpatica sobre o
tecido hepatico (Marsollier et al. 2009).

O receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) € um tipo de receptor ionotropico do
neurotransmissor excitatério glutamato (Mayer et al. 1984). A subunidade NR1 é essencial
para o funcionamento adequado do receptor NMDA — 0 que torna a expressdo desta
subunidade uma estratégia interessante para a avaliacdo de receptores NMDA funcionais
(Furukawa et al. 2005; Kohr 2006). Estudos mostram um papel importante da ativacao
glutamatérgica no PVN, via NMDA, na maior simpatoexcitacdo observada na hipertensao
arterial (Li e Pan 2007) e insuficiéncia cardiaca (Li e Patel 2003; Zheng et al. 2011). Por outro
lado, o glutamato é proposto como o principal neurotransmissor liberado pelas aferéncias
barorreceptoras, ativando neurdnios de segunda ordem no NTS (Talman et al. 1980; Guyenet

et al. 1987; Dampney 1994; Ohta e Talman 1994). Estudos mostram que a resposta reflexa
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bradicardica decorrente do estimulo dos baroreceptores depende da ativacdo de receptores
NMDA no NTS (Chan et al. 1998; Canesin et al. 2000; Frigero et al. 2000; Machado 2001).

A atividade do receptor NMDA também participa da regulacdo do balanco energético
em nucleos hipotalamicos (Stanley et al. 1993; Stanley et al. 1996; Lee e Stanley 2005; Doane
et al. 2007) e bulbares (Lam et al. 2010; Yue et al. 2012). No hipotalamo lateral (HL), a
atividade glutamatérgica endogena, via receptor NMDA, estimula a ingestdo alimentar (Stanley
et al. 1993; Stanley et al. 1996). Além disso, o0 bloqueio prévio do receptor NMDA previne o
aumento na ingestdo alimentar induzida pela microinjecdo de NPY (Lee e Stanley 2005) ou
orexina-A (Doane et al. 2007) na regido perifornical do HL. Por outro lado, a ativagdo do
receptor NMDA na regido dorsomedial do bulbo encefélico (complexo dorso-vagal) reduz a
producdo hepatica de glicose (Lam et al. 2010) e a liberacdo hepatica de VLDL (Yue et al.
2012).

Estudos fisiolégicos e neuroanatdmicos mostram uma interacdo complexa entre
glutamato e NO em diferentes regides cerebrais relacionadas ao controle cardiovascular, no
entanto ainda ndo completamente elucidada (Talman et al. 2001; Lin e Talman 2002; Lin et al.
2004; Sharma et al. 2011; Zheng et al. 2011; Martins-Pinge et al. 2012). O influxo de Ca?*
decorrente da ativacdo do receptor NMDA pode estimular a atividade da NOS e
consequentemente aumentar a liberacdo de NO por ativar o complexo Ca®'/ calmodulina
(Garthwaite 1991). O NO por sua vez, pode mediar a ativagdo pés-sinaptica inibitéria mediada
pela ativacdo do NMDA (Bains e Ferguson 1997), ou reduzir a atividade do receptor NMDA
como um mecanismo de feedback negativo (Schuman e Madison 1994). O NO também
modula tonicamente a atividade glutamatérgica no PVN (Li et al. 2001; Zheng et al. 2011,
Martins-Pinge et al. 2012). No entanto, estudos também mostram que a resposta depressora
decorrente da microinjecdo de glutamato no NTS envolve a ativacdo da nNOS (Talman et al.
2001), bem como a resposta depressora e bradicardica induzida pela maior producao de NO no
NTS é atenuada pelo bloqueio de receptores glutamatérgicos neste nucleo (Lo et al. 1997).
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Um numero crescente de evidéncias sugere que, pelo menos em parte, os efeitos
mediados por altera¢cdes em curto prazo dos niveis de Ang-(1-7) no hipotdlamo sejam via maior
liberacdo de NO (Gironacci et al. 2000; Gironacci et al. 2004; Cerrato et al. 2012). No entanto,
pouco foi elucidado sobre a interacdo Ang-(1-7) e nNOS. Estudo recente mostra que, embora
a Ang-(1-7) aumente a expressao de nNOS e a atividade da NOS na area hipotalamica anterior
de SHR adultos, este peptideo reduz a atividade da NOS nesta regido durante o estagio preé-
hipertenivo (ratos jovens), sugerindo que os efeitos da Ang-(1-7) sobre a atividade da NOS
pode variar de acordo com o estagio evolutivo da hipertensdo arterial (Cerrato et al. 2012).
Recentemente, também foi mostrado que a Ang-(1-7) hiperpolariza neurénios
catecolaminérgicos por aumentar a corrente de K* voltagem-dependente, via maior liberagéo
de NO pela nNOS, sugerindo que seja um dos possiveis mecanismos envolvidos com a
reducdo da atividade simpética mediada pela Ang-(1-7) no SNC (Yang et al. 2011). Por outro
lado, ndo ha estudos na literatura que indiquem efeito da Ang-(1-7) sobre a transcricdo génica

ou atividade do receptor NMDA.
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