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Sem amor eu nada seria
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RESUMO

A suscetibilidade genética individual, a alimentacdo inadequada e o sedentarismo
figuram entre os mais relevantes fatores de risco para o surgimento de doencas
cardiovasculares e metabdlicas. Neste contexto, os dois eixos do sistema renina
angiotensina (SRA), Enzima Conversora de Angiotensina—Angiotensinall-receptor
AT1 e Enzima Conversora de Angiotensina 2—Angiotensina-(1-7)—-receptor Mas,
participam de mecanismos reguladores homeostasicos centrais. A Enzima
Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) atua na tentativa de contrabalancear as
acbes mediadas, principalmente, pela Angiotensina Il. Neste cenéario, a acao
relevante da ECA2 na regulacédo cardiovascular ja foi sugerida, mas a participacéo
desta enzima na homeostase glicémica e lipidica ainda permanece controversa.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar as alteracées metabdlicas lipidicas
e glicémicas decorrentes da delecao génica da ECA2 em camundongos C57BL/6 e
knockout para a apolipoproteina E (ApoE"') bem como os principais mecanismos
envolvidos. Camundongos C57BI/6 e ECA2™ foram analisados nas idades de 3, 6 e
12 meses apds consumo de dieta padréao (Kcal, 10% lipidios) e nas idades de 6 e 12
meses apos consumo de dieta hiperlipidica (Kcal, 45% lipidios). Animais
ApoE/ECA2™”Y com 6 meses de idade também foram utilizados no estudo. A delecéo
génica da ECA2 causou um efeito metabdlico paradoxal: em todas as idades
analisadas os animais ECA2 knockouts apresentaram uma acentuada diminuicéo do
peso corporal, da deposicao de tecido adiposo branco e do perfil lipidico sistémico.
Este evento esta associado a menor susceptibilidade a obesidade induzida por dieta
com alto teor de gordura nos animais com 6 meses, mas ndo com 12 meses de
idade. Entretanto, esta delecdo génica induziu tanto a esteatose como ao prejuizo
na sinalizacdo insulinica hepatica. O provavel mecanismo envolve o aumento da
expressao génica de CD36 e a diminuicdo proteica da sirtuina 1 e proteina quinase
A no figado, associado a elevada expressao do UCP2, uma proteina desacopladora
mitocondrial cuja principal funcdo é o controle da producdo de oxidantes. Além
disso, diferente dos resultados hepaticos, sistemicamente, os animais ECA2™ sédo
mais tolerantes a glicose e sensiveis a insulina. Esses resultados sdo decorrentes
da menor deposicdo de gordura nestes animais, associado ao aumento da
expressdo de genes envolvidos na regulacéo insulinica no tecido adiposo branco e
no musculo. Semelhante aos ECA2”, a dupla delecdo génica (ApoE/ECA27)
atenuou o perfil metabdlico dislipidémico dos animais ApoE™”, resultando-se em um
fendtipo sistémico semelhante aos animais ECA2”, a citar: diminuicdo do peso
corporal, dos niveis de triglicerideos e dos acidos graxos livres no plasma, somando-
se a esteatose hepética causada por mecanismos dependentes de aumento da via
CD36 e diminuicdo da via da sirtuina 1 hepética. Os novos achados indicam que a
ECAZ2 e/ou o “novo eixo” do SRA tem um papel central na regulagdo do metabolismo
glicémico e lipidico tanto sistémico quanto hepatico e, provavelmente, por um
mecanismo dependente de idade. A delecdo da ECA2 em camundongos envolve a
protecdo contra obesidade, mas ndo esteatose, induzida por dieta hiperlipidica.
Neste sentido, ECA2™”Y é um novo modelo animal de lipodistrofia e representa uma
ferramenta de investigacdo para novos tratamentos metabolicos.

Palavras-chave: ECA2 knockout, sistema renina angiotensina, esteatose,
lipodistrofia, obesidade.



ABSTRACT

Individual genetic susceptibility, inadequate nutrition and sedentary lifestyle figure
among the most relevant risk factors for the emergence of cardiovascular and
metabolic diseases. In this context, the two axes of the renin-angiotensin system
(RAS), Angiotensin Converting Enzyme—Angiotensin 1I-AT1 receptor and
Angiotensin Converting Enzyme 2-Angiotensin-(1-7)—-Mas receptor, participate in
central homeostatic regulatory mechanisms. Angiotensin Converting Enzyme 2
(ACEZ2) acts in an attempt to counteract the actions mediated, mainly, by Angiotensin
II. In this scenario, the relevant action of ACE2 in the cardiovascular regulation has
already been suggested, but the participation of such enzyme in glucose and lipid
homeostasis still remains controversial. Thus, the aim of this work was to
characterize the lipid and glucose metabolic alterations resulting from the gene
deletion of ACE2 in C57BL/6 and apolipoprotein E knockout (ApoE™) mice, as well
as the main mechanisms involved. C57BI/6 and ACE2” mice were assessed at 3, 6
and 12 months of age after consumption of standard diet (Kcal, 10% lipids) and at 6
and 12 months of age after consumption of high fat diet (Kcal, 45% lipids).
ApoE/ACE2”Y mice at 6 months of age were also used in the study. The gene
deletion of ACE2 caused a paradoxical metabolic effect: at all ages assessed, ACE2
knockout animals presented a marked reduction in body weight, white adipose tissue
deposition and systemic lipid profile. This event is associated with a lower
susceptibility to high fat diet-induced obesity in animals at 6 months of age, but not at
12 months of age. Nevertheless, such gene deletion induced both steatosis and
impairment in insulin signaling in the liver. The probable mechanism involves the
increase of CD36 gene expression and the protein decrease of sirtuin 1 and protein
kinase A in the liver, coupled with high expression of UCP2, a mitochondrial
uncoupling protein which main function is control the production of oxidants.
Furthermore, different from the results in the liver, systemically, ACE2™ animals
present greater glucose tolerance and greater insulin sensitivity. These results are
due to lower fat deposition in these animals, coupled with increased expression of
genes involved in insulin regulation in the white adipose tissue and in the muscle.
Similar to the ACE2™ animals, the double gene deletion (ApoE/ACE2™) attenuated
the dyslipidemic metabolic profile of ApoE” animals, resulting in a systemic
phenotype similar to that observed in ACE2™, for example: reduction in body weight,
triglyceride levels and free fatty acids in plasma, along with the hepatic steatosis
caused by mechanisms dependent on the increase in the CD36 pathway and
reduction in the hepatic sirtuin 1 pathway. The new findings indicate that ACE2
and/or the “new axis” of the RAS have a central role in the regulation of glucose and
lipid metabolism both systemically and in the liver, and probably, by an age-
dependent mechanism. ACE2 deletion in mice involves the protection against high
fat diet-induced obesity, but not steatosis. In this sense, ACE2™ is a new animal
model of lipodystrophy and represents a tool for investigating new metabolic
treatments.

Keywords: ACE2 knockout, renin-angiotensin system, steatosis, lipodystrophy,
obesity.
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1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente, as doencas metabdlicas e cardiovasculares configuram-se como
um dos principais problemas de saude publica em praticamente todo o mundo
(ALBERTI et al., 2009; CAMERON et al., 2009; PALETAS et al., 2010; SIMMONS
et al., 2010). Nestes, as mudancas no estilo de vida sdo mais acentuadas. Assim,
somando-se a suscetibilidade genética individual, a alimentacdo inadequada e a
inatividade fisica figuram entre os mais relevantes fatores de risco para o surgimento
de tais doencas, a citar a hipertenséo arterial (MATHIEU et al., 2009), o diabetes
mellitus tipo I (MAHMOOD, ABED, MERKHAN, 2013; MOLNAR et al., 2005), a
aterosclerose (ERDELY, KEPKA-LENHART, SALMEN-MUNIZ et al.,, 2010), a
obesidade, as doencas hepaticas gordurosas nao alcodlicas (DHGNA), e a sindrome
metabolica (SMet) (ALBERTI et al., 2009; CAMERON et al., 2009; SIMMONS et al.,
2010).

A SMet configura-se como uma das doencas mais complexas, dentre as
citadas anteriormente, uma vez que reune diversas outras, como a hipertensao
arterial, o diabetes mellitus tipo Il e a dislipidemia (IDF, 2013) e, desta forma,
constitui um desafio multidisciplinar na pratica clinica. Recentemente, as DHGNA
foram descritas como um novo componente da SMet (ALBERTI et al., 2009). Estas
doencas hepaticas sdo agravos cronicos, decorrentes da infiltracdo de gordura no
figado na auséncia de consumo em longo prazo de etanol e/ou outras causas
conhecidas de doenca hepatica (HASHIMOTO, TOKUSHIGE, LUDWIG, 2014).
Estas podem progredir para esteatohepatite ndo alcodlica, caracterizada por
esteatose, inflamacéo e fibrose, em ultimo estagio podendo evoluir para cirrose e
hepatocarcinoma (GENTILE, PAGLIASSOTTI, 2008; QURESHI, ABRAMS, 2007).

Estima-se que a DHGNA, uma doenca do figado comum nos Estados Unidos,
mas com prevaléncia aumentada em todo mundo, afeta em torno de 25-30% da
populacdo geral, 10% de criancas e até 80% de individuos obesos e diabéticos
(GENTILE, PAGLIASSOTTI, 2008; WIECKOWSKA, MCCULLOUGH, FELDSTEIN,
2007). No Brasil, Cotrim e colaboradores (COTRIM et al., 2011) observaram que as
DHGNA sdao mais frequentes em homens assintomaticos, onde,
predominantemente, o diagnostico histoldgico encontrado foi de esteatohepatite com

quadro fibrético, somando-se estes a um namero significativo de casos com cirrose.
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Alteracfes e/ou ativacdo de determinadas vias podem levar ao aparecimento
das complicacdes que caracterizam a SMet, figurando entre as principais, tem-se a
via do sistema renina angiotensina (SRA), um dos maiores mecanismos reguladores
da homeostase cardiovascular e metabdlica (BADER, 2010; RABELO, ALENINA,
BADER, 2011; SANTOS et al., 2008).

O SRA, composto por dois eixos, 0 “classico”, ECA-AngllI-AT1, e o “novo
eixo”, ECA2-Ang-(1-7)-Mas receptor, esta envolvido ndo apenas na regulacdo da
funcdo cardiaca (CRACKOWER et al., 2002; SANTOS et al., 2003), mas em outros
agravos tanto vasculares (RABELO et al., 2008; XU et al., 2008) como metabdlicos
(NABESHIMA et al.,, 2009; SANTOS et al., 2008). Estudos mostram que esse
sistema também participa da atenuacdo da SMet (MAHMOOD, ABED, MERKHAN,
2013), do desenvolvimento de placas ateroscleréticas (JACOBY, RADER, 2003;
LOVREN et al., 2008), da disfuncéo endotelial e do estresse oxidativo (RABELO et
al., 2008; XU et al., 2008), da resisténcia a insulina, do diabetes tipo Il (SANTOS et
al., 2008), de diversos processos inflamatérios e da esteatose hepatica
(FELTENBERGER et al., 2013; SILVA et al., 2013).

Neste cenario, no “classico” eixo do sistema, a angiotensina Il (Ang Il), um
peptideo bioativo com agéo vasoconstritora, formado pela hidrélise da angiotensina |
(Ang 1), pela enzima conversora de angiotensina (ECA), aparece como o principal
mediador, devido aos seus efeitos pro-aterosclerdtico e vasoconstritor, sinalizacao
mediada apos ligacdo ao receptor AT1 (BADER, 2010).

Por outro lado, no “novo eixo”, a ECA2 catalisa a conversdo da Ang | em
angiotensina-(1-9) e da Ang Il em angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) (DONOGHUE et al.,
2000; TIPNIS et al., 2000). Esta ultima, por sua vez, possui diversas acdes de
protecdo cardiovascular, como a liberacdo de 6xido nitrico (*NO) (SAMPAIO et al.,
2007; XU et al., 2008), apos ligacdo ao receptor Mas acoplado a proteina G na
membrana celular (SANTOS et al., 2003).

Diversos estudos metabdlicos demonstram a relevancia do eixo ECA2—-Ang-
(1-7)-Mas para a homeostase (FELTENBERGER et al., 2013; MAHMOOD, ABED,
MERKHAN, 2013; PATEL et al., 2012; SAHARA et al., 2013; SANTOS et al., 2006;
SILVA et al.,, 2013). Além da importante participacdo na funcdo cardiovascular
(CRACKOWER et al., 2002), a ECA2 foi descrita como um regulador de transporte
de aminoacidos (HASHIMOTO et al., 2012; SINGER et al., 2012), inibidor de fibrose
no figado (OSTERREICHER et al., 2009), protetor contra o desenvolvimento de
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retinopatia diabética (VERMA et al., 2012) e insuficiéncia pulmonar aguda (IMAI et
al., 2005). Entretanto, o papel preciso desta glicoproteina no metabolismo lipidico
ainda nao foi explorado.

Considerando toda a via bioquimica, dos eixos do sistema acima descrito,
evidencia-se que a ECA2 atua intentando contrabalancear o SRA, tanto por regular
negativamente os niveis de Ang Il quanto positivamente os niveis de Ang-(1-7),
protegendo, desta forma, contra danos cardiovasculares advindos das a¢des da Ang
Il na vasculatura via receptor do tipo 1 (AT1) (DONOGHUE et al., 2000; SANTOS et
al., 2003).

A ECA2 exerce funcao de protecao cardiovascular via reducéo do estresse
oxidativo, uma vez que a producao de *NO é induzida pela Ang-(1-7) (RABELO et
al., 2011; ZHANG et al., 2010). Além disso, a ECA2 protege as células endoteliais da
infiltracdo de macréfago e do estresse oxidativo, mediado pela Ang Il, de forma
dependente de Ang-(1-7) (GUO et al., 2008; TESANOVIC et al., 2010).

Somando-se as aglOes acima citadas para esta enzima, Lovren e
colaboradores (2008) mostraram que a ECA2 diminui a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e atenua a aterosclerose em animais com delecéo
génica para a apolipoproteina E (ApoE”). Além disso, estudo relata que o
tratamento em longo prazo de camundongos ApoE” com Ang-(1-7) induz efeitos
ateroprotetores pela melhora da funcdo endotelial, resultante da maior
biodisponibilidade de ‘NO e diminuicdo da producdo de &anion superéxido ('O2)
(TESANOVIC et al., 2010).

O papel preciso da ECA2 no metabolismo glicémico ainda é controverso (NIU
et al., 2008; TAKEDA et al., 2013). Além disso, a caracterizacdo das vias
envolvendo esta enzima no metabolismo lipidico ainda ndo foi executada. Nesse
sentido, estudos séo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais a ECA2
pode atuar nos sistemas supracitados. No cenario apresentado, a avaliacdo dos
efeitos da delecéo génica da ECA2 tanto em um modelo animal sem intervencao
ambiental (delecdo génica da ECA2 no background C57BL/6) quanto em modelos
com agravos induzidos por diferentes vias (ECA2™ + dieta hiperlipidica e ECA2™ +
ApoE” — dislipidemia induzida por um fator ambiental e por um fator genético,
respectivamente), sera abordada neste trabalho. Ademais, sera avaliada a influéncia

da ECA2 na idade avancada como outra via indutora de disturbios metabdlicos.
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Com base nas premissas elencadas, hipotetiza-se que a ECA2 possa atuar
no metabolismo glicémico e lipidico e que tanto os animais ECA2” quanto os
animais duplo knockout (ApoE e ECA2) podem ser uma ferramenta importante para
o estudo de possiveis vias comuns entre a aterosclerose, a dislipidemia e o SRA.
Além disso, esses modelos animais serdo Uuteis na avaliacdo de marcadores
bioquimicos que caracterizem desarranjos metabdlicos e vasculares, bem como o
estudo da influéncia de fatores ambientais nas desordens cardiometabdlicas, tais
como o consumo de dieta rica em gordura.

Nesse sentido, a partir dos achados deste estudo, acredita-se que o
camundongo ECA2™ servird como um modelo animal para avaliacdo de agravos
associados a esta delecao. Desta forma, intenta-se contribuir de forma direta tanto
para o entendimento do processo patoldégico associado ao SRA como para a

identificacdo futura de novos alvos terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar as alteracdes nas principais vias metabdlicas lipidicas e glicémicas
decorrentes da delecdo génica da ECA2 em camundongos, bem como os principais

mecanismos envolvidos.

2.2 Especificos

e Avaliar em camundongos C57BL/6, ECA2” e ApoE”, os principais
parametros cardiometabdlicos, a saber: peso corporal, index de adiposidade,
tamanho do adipdcito, glicemia de jejum, tolerancia a glicose, sensibilidade a
insulina, gliconeogénese, lipdlise, niveis de insulina, adiponectina, leptina,
ingestdo liquida e alimentar, gasto energético, composicao corporal, e perfil
lipidico plasmatico, fecal e hepatico pela dosagem de colesterol total (COL),

triglicerideos (TG) e acidos graxos livres;

e Estudar a funcdo, morfologia e a deposicéo lipidica hepética nos animais

supracitados;

e Em camundongos ECA2™, estudar os efeitos acima citados apés o consumo

de dieta padréao “chow” e hiperlipidica por 22 semanas;

e Mensurar o estresse oxidativo hepatico através da avaliacdo génica e proteica

do marcador UCP2 e a peroxidacao lipidica;

e Avaliar a influéncia da idade no metabolismo dos animais ECA2” em trés

diferentes faixas etarias (3, 6 e 12 meses);

e Investigar a expressdo de genes alvo para o metabolismo lipidico e glicidico
em animais ECA2” nos principais 6rgaos metabdlicos: tecido adiposo branco,

figado e musculo esquelético;
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e Mensurar a expressdo hepatica de proteinas relacionadas ao metabolismo
glicémico e lipidico;

e Analisar o papel da ECA2 em um modelo dislipidémico através do
desenvolvimento e avaliacdo de um camundongo duplo knockout para a

ApoE e a ECAZ2.
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3 REVISAO DE LITERATURA GERAL

3.1 O Sistema Renina Angiotensina (SRA)

O SRA é um importante regulador da homeostase corporal (BADER, 2010).
Uma vez que esta via produz diferentes horménios diretamente envolvido no
controle desta, especial destaque é dado na regulacdo cardiovascular, a regulacao
deste sistema pode ser complexa. Atualmente, o0 SRA é descrito em sua constituicao
por dois eixos, 0 “classico” e o0 “novo”, 0s quais possuem agoes,
predominantemente, antagbnicas e o0 desequilibrio nestes pode resultar no
aparecimento de diversas doencas cardiometabdlicas (RABELO et al.,, 2011;
SANTOS et al., 2013).

A ECAL, Ang Il e receptor AT1 s&o os mais bem caracterizados deste sistema
e correspondem ao conhecido “eixo classico” (JAYASOORIYA et al., 2008;
NABESHIMA et al., 2009; YANG et al., 2011). As acdes dessa via iniciam-se pela
enzima renina, a qual é produzida nos rins e atua na clivagem do angiotensinogénio,
a partir do qual é produzido a Angiotensina | (Ang 1) liberada no plasma. Esta, por
sua vez, sofre a acdo da ECAL, sendo metabolizada, principalmente, nos pulmdes e
nas células endoteliais em Angiotensina Il (Ang 1l), o peptideo bioativo de agéo
vasoconstritora majoritaria do SRA. Este exerce seu efeito em diferentes 6rgéos,
principalmente apos a ligacao ao receptor AT1 (BADER, 2010).

O “novo eixo” do SRA, atualmente reconhecido como o braco protetor deste
sistema, é caracterizado pela via ECA2-Ang-(1-7)-Mas receptor (KUBA, IMAI,
PENNINGER, 2013; SANTOS et al., 2013). A ECA2 é um homdlogo da ECAL e
hidrolisa Ang | e Ang Il em Ang-(1-9) e Ang-(1-7), respectivamente (DONOGHUE et
al., 2000; TIPNIS et al., 2000). A Ang-(1-9) é clivada, via acdo da ECA1, em Ang-(1-
7), um importante heptapeptideo cujo efeito € de vasodilatacdo, ativagdo da oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) e geracdo de ‘NO (DA COSTA GONCALVES et
al., 2007; NAKAMOTO et al., 1995; SAMPAIO et al., 2007) ap0s interacdo com 0
receptor Mas acoplado a proteina G (SANTOS et al., 2003). Desta forma, o “novo
eix0”, via atividade da ECA2, constitui um ponto chave do SRA por determinar os
niveis locais do peptideo vasoconstritor Ang Il e do vasodilatador Ang-(1-7),
consequentemente contrabalanceando as acfes vasculares do eixo “classico”. A

Figura 1 representa, esquematicamente, os dois eixos do SRA.



Figura 1: Sistema renina angiotensina.
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A historia do “novo eixo” do SRA comec¢ou com a descoberta da Ang-(1-7) por
estudos de Santos e colaboradores (SANTOS et al, 1988). Os autores
demonstraram que o homogenato de tronco cerebral de cachorro incubado com Ang
| e inibidor da ECAL produziu o heptapeptideo que eles chamaram de Ang-(1-7)
(SANTOS et al., 1988). No mesmo ano, este grupo de pesquisadores demonstrou
que a Ang-(1-7) libera vasopressina no hipotdlamo de ratos (SCHIAVONE et al.,
1988).

Em 2003, o receptor Mas foi incluido como um dos principais componentes
deste eixo, ECA2-Ang-(1-7)-Mas (SANTOS et al., 2003). Neste trabalho, o uso dos
animais Mas™, foi um marco para identificacdo da acdo da Ang-(1-7) através da
ligac@o ao receptor Mas acoplado a proteina G. Na sequéncia, realizaram-se muitas
investigacOes para desvendar o fenétipo destes animais (BOTELHO-SANTOS et al.,
2012; DA COSTA GONCALVES et al., 2007; PINHEIRO et al., 2009; RABELO et
al., 2008; SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2008; XU et al., 2008).

3.1.1 Enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)

A ECA 2, enzima descoberta em 2000 (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et
al., 2000), € uma glicoproteina com dois dominios funcionais. Um deles, o N-
terminal, apresenta em torno de 41% da sequéncia idéntica a ECA1 e funciona como
carboxipeptidase (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al., 2000). O outro dominio, o
C-terminal, € 48% idéntico a colectrina (ZHANG et al., 2001), uma proteina que tem
um importante papel durante o transporte de aminoacidos nos rins (DANILCZYK et
al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2 Dominios da ECA2 e sua homologia com a ECA e colectrina.
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A ECA2 possui dois dominios, o dominio extracelular catalitico aninoterminal, o qual apresenta
homologia com a ECA e um sitio ativo (HEMGH), e o dominio carboxiterminal, o qual apresenta
homologia com a colectrina e possui a regido transmembranar (RT) da enzima. Fonte: Adaptado de
Kuba et al. (KUBA et al., 2013).

Recentemente, Singer e colaboradores (SINGER et al., 2012) demonstraram
que camundongos ECA2" apresentam defeito na absorcdo de amino&cidos
intestinais e Hashimoto e colaboradores (HASHIMOTO et al., 2012) identificaram a
ECA2 como um importante regulador da homeostase dos aminoacidos dietéticos,
caracterizando-se, desta forma, uma relagdo molecular entre 0 SRA e o transporte
de aminoacidos intestinal.

No SRA, a ECA2 funciona como uma peptidase (DONOGHUE et al., 2000;
TIPNIS et al., 2000) e, devido a esta funcdo, esta enzima é considerada um
regulador negativo deste sistema por diminuir os niveis de Ang Il, uma molécula com
acao vasoconstritora e pro-oxidativa, e por aumentar os niveis de Ang-(1-7), uma
molécula com acédo vasodilatadora e antioxidante, o que confere a ECA2 um papel
protetor nas doencas cardiovasculares (CRACKOWER et al., 2002; RABELO et al.,
2011; SATO etal., 2013; ZHONG et al., 2010).

A ECA2, assim como a ECAL, é uma enzima associada a membrana e
expressa predominantemente no endotélio (HAMMING et al., 2004) (Figura 3).
Contudo, a atividade daquela ndo € inibida pelos inibidores classicos da ECA1l

(exemplos: captopril, lisinopril, enalapril). Ademais, ela é restrita a alguns érgéos
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como o coracao, rins, testiculos (DONOGHUE et al., 2000; GEMBARDT et al., 2005;
TIPNIS et al., 2000) intestino, pulmdes (GEMBARDT et al., 2005; HAMMING et al.,
2004; XIE et al., 2006), vasos sanguineos (HAMMING et al.,, 2004) e cérebro
(GEMBARDT et al., 2005; HAMMING et al., 2004) (Figura 3).

Figura 3 Distribuicdo da ECA2 na membrana celular e 6rgdos.

A ECA2 é uma enzima associada a membrana celular (assim como a ECA), é expressa
predominantemente no endotélio e encontrada principalmente no coracdo, rins e testiculos.
Entretanto, a ECA2 também é encontrada no intestino, pulméo, vasos e cérebro. Fonte: Esquema
elaborado pela autora.

A ECAZ2, cujo gene esta localizado no cromossomo X (TIPNIS et al., 2000),
além de apresentar um importante papel na funcdo cardiovascular, exerce também
outras acdes, 0 que a caracteriza como uma enzima multifuncional (KUBA et al.,
2013). O prejuizo na expressdo ou atividade da mesma leva, dentre outras, a
desordens cardiacas (CRACKOWER et al., 2002; OUDIT et al., 2007), vasculares
(PATEL et al., 2012; RENTZSCH et al., 2008) e renais (OUDIT et al., 2010; OUDIT,
PENNINGER, 2011).

Esta enzima protege tanto contra o desenvolvimento de retinopatia diabética
(VERMA et al., 2012) como para a severa insuficiéncia pulmonar aguda (IMAI et al.,
2005). Lovren e colaboradores (2008) mostraram que esta enzima diminui a
producdo de EROs induzidas pela Ang I, protegendo o endotélio, aléem de atenuar a
aterosclerose em animais ApoE™. A ApoE caracteriza-se como uma apolipoproteina
presente na superficie dos quilomicrons, lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL) e lipoproteinas de densidade intermediaria (IDLs), cuja funcdo é ligar as
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lipoproteinas aos seus respectivos receptores no figado e em tecidos periféricos
(FAZIO et al., 1997).

Corroborando com as informagfes supracitadas, recentemente, viu-se que a
delecdo da ECA2 promove o desenvolvimento da aterosclerose (SAHARA et al.,
2013; THOMAS et al., 2010) e acentua a inflamacao vascular e a aterosclerose em
ApoE” (THOMAS et al., 2010). Além disso, animais deficientes em ECA2
apresentam fibrose hepatica grave em diferentes modelos de injuria hepatica
(OSTERREICHER et al., 2009).

Apesar das premissas relatadas anteriormente, a participacdo da ECA2 no
metabolismo lipidico ainda permanece obscuro. Neste sentido, apesar da literatura
demonstrar a importancia de outros componentes do “novo eixo” do SRA no
metabolismo lipidico, como por exemplo, a auséncia do receptor Mas induzir a
dislipidemia (SANTOS et al., 2008), outras investigacfes acerca dos mecanismos
envolvidos sdo necessarias para melhor entendimento destas rotas. Ademais, a
delecdo conjunta do Mas e da ApoE (Mas-ApoE™) tanto agrava a dislipidemia como
induz a esteatose (SILVA et al., 2013).

Somando-se, recentemente, demonstrou-se que o tratamento com a Ang-(1-
7) melhorou o metabolismo lipidico e preveniu tanto a esteatose como a inflamacao
hepatica em animais que receberam dieta hiperlipidica (FELTENBERGER et al.,
2013). Esses dados sugerem que o “novo eixo” do SRA, ECA2-Ang-(1-7)-Mas
receptor, pode desempenhar um papel central na homeostase lipidica. Assim,
postula-se que a ECA2 possa ser uma peca chave nos mecanismos acima

elencados.
3.2 Relevéancia do SRA nas Doencas Cardiovasculares e Metabdlicas

3.2.1 Disfungdes cardiovasculares

O endotélio vascular € um componente central na manutencdo da
homeostase cardiovascular. Em condicdes fisioldgicas, esta camada de célula € um
sensor das mudancgas hemodinamicas e libera tanto fatores relaxantes, como o ‘NO
(FURCHGOTT, ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987; PALMER, FERRIGE,
MONCADA, 1987), quanto vasoconstritores, como o ‘O, (RUBANYI, VANHOUTTE,
1986).

A liberacdo de ‘NO representa um mecanismo chave na funcéo endotelial por
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mediar a interacdo entre o endotélio e as células do musculo liso (PACHER,
BECKMAN, LIAUDET, 2007). Este mecanismo induz relaxamento pela ativacdo da
enzima guanilato ciclase solivel (GMPc) (IGNARRO, KADOWITZ, 1985;
RAPOPORT, DRAZNIN, MURAD, 1983). O desequilibrio na producéo e/ou liberacéo
de fatores endoteliais, leva ao aparecimento da disfuncdo endotelial, condi¢édo
comum as doencas cardiovasculares (HIGASHI et al., 2002) e metabdlicas
(MOLNAR et al., 2005).

A relevancia dos estudos envolvendo o SRA para o0 entendimento da
disfuncdo cardiaca e endotelial, bem como do estresse oxidativo, este ultimo
caracterizado pela elevada producédo e concentracdo de espécies reativas e/ou pela
diminuicdo da capacidade antioxidante tecidual, agravos comuns nas doengas
cardiovasculares, tem sido demonstrada em diferentes trabalhos(PEIRO et al., 2007,
RABELO et al., 2008; RENTZSCH et al., 2008; XU et al., 2008).

Interessantemente, a vasodilatacdo adrtica acetilcolina-dependente esta
prejudicada em animais ECA2” (LOVREN et al., 2008). Nesse sentido, 0 nosso
grupo demonstrou que estes camundongos apresentam disfuncao endotelial in vivo.
Neste estudo, sugere-se que 0S mecanismos envolvem o estresse oxidativo tanto
aortico quanto sistémico (RABELO et al., 2015; dados ndo publicados). Na linha
desses achados, camundongos Mas” exibem disfuncdo endotelial e elevada
pressdo sanguinea, prejuizos cardiovasculares que, por sua vez, diretamente se
correlacionam com o estresse oxidativo (RABELO et al., 2008; XU et al., 2008),
prejuizo na funcédo endotelial em vasos isolados (PEIRO et al., 2007), diminuicdo do
fluxo sanguineo e aumento da resisténcia em diferentes leitos vasculares
(BOTELHO-SANTOS et al., 2012).

Por outro lado, o aumento da expressao da ECA2 no musculo liso vascular de
ratos hipertensos leva a melhora na funcdo endotelial, a uma diminuicdo da
vasoconstricdo induzida pela Ang Il, além de diminuicdo na pressdo sanguinea.
Eventos estes decorrentes, provavelmente, tanto da reducdo do estresse oxidativo
como dos niveis de Ang Il e aumento de Ang-(1-7) (RENTZSCH et al., 2008). Esses
dados sugerem que o eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas tem um importante papel na

manutenc¢ao da funcéo endotelial e controle do tdnus vascular.

3.2.2 Aterosclerose

A aterosclerose é um processo cronico caracterizado por inflamacao e fibrose
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da parede de artérias de média e larga condutancia (HOPKINS, 2013; LIBBY, 2012;
LIBBY, LICHTMAN, HANSSON, 2013). Varios sdo os fatores de risco para esta
doencga, a citar a elevacao do colesterol, hipertensao arterial, diabetes, tabagismo e
reacbes imunolégicas (LIBBY et al., 2013; LUDEWIG, ZINKERNAGEL,
HENGARTNER, 2002).

As complicagdes advindas da placa ateromatosa como inflamacéao,
ulceracdes e ruptura (HOPKINS, 2013; NAHRENDORF, MCCARTHY, LIBBY,
2012), levam ao aparecimento de outras como oclusfes trombaéticas e alteragdo na
funcdo endotelial (LIBBY et al., 2013; LIBBY, RIDKER, HANSSON, 2011;
ROBBINS et al., 2013; SHIMOKAWA, 1999). Neste cenario, esta doenca também é
considerada o fator de risco mais relevante para o aparecimento das doencas
cardiovasculares, bem como o0s principais mecanismos fisiopatoldgicos estao
diretamente implicados com o SRA tanto em animais (SAHARA et al., 2013;
TAKATA et al., 2013; THOMAS et al., 2010; WANG et al., 2013) como em humanos
(ARKHIPOVA et al.,, 2013; LIBBY et al.,, 2013; LIBBY et al.,, 2011; QUILLARD,
LIBBY, 2012; WITZTUM, STEINBERG, 2001).

Um estudo pioneiro relata que o tratamento, em longo prazo, de um modelo
animal para a aterosclerose geneticamente modificado, o ApoE™, com Ang-(1-7)
induz efeitos ateroprotetores pela melhora da fungcédo endotelial, resultante da maior
biodisponibilidade de ‘NO e diminuicdo da producdo de <O, (TESANOVIC et al.,
2010).

O efeito protetor da ECA2 no desenvolvimento da aterosclerose também ja foi
descrito (LOVREN et al., 2008). A delecdo da ECA2 em camundongos com
aterosclerose (ApoE”) acentua inflamacdo vascular e causa piora do quadro
aterosclerotico pelo aumento do acumulo de placa em toda a aorta e elevada
expressao de mediadores aterogénicos, como citocinas inflamatérias e moléculas de
adesdo (THOMAS et al., 2010). Ademais, Lovren e colaboradores (2008) mostraram
que a ECA2 reduz a aterosclerose em animais ApoE™.

Em camundongos com delecdo genética para o receptor da lipoproteina de
baixa densidade (LDL-R”) e alimentados com dieta “high-fat’, a delegdo da ECA2
em células derivadas da medula dssea aumentou o desenvolvimento da
aterosclerose através da regulacdo da Ang IlI/Ang-(1-7) (THATCHER et al., 2011).
Neste sentido, Sahara e colaboradores (2013) descreveram que a delecdo de ECA2

em ApoE” causa lesdo vascular, aumento da formacdo neointima arterial em
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resposta a injuria endovascular na artéria femoral, bem como o aumento da
expressdo de genes relacionados a inflamacdo (VCAM-1, TNF-a, MCP-1, and
MMP9).

Somando-se a acdo de outros componentes do “novo eixo” na aterosclerose,
a delecdo conjunta do Mas e da ApoE (Mas-ApoE™) induz ao agravamento do perfil
dislipidémico deste modelo animal, caracterizado pelo aumento de COL total e TG

acompanhado da diminuicdo do HDL-colesterol sistemicamente (SILVA et al., 2013).

3.2.3 Sindrome metabdlica e as desordens associadas

Diversas desordens metabdlicas surgem em decorréncia da ingestao
alimentar inadequada, tanto em qualidade como em quantidade de calorias, bem
como do crescente sedentarismo (ALBERTI et al., 2009; ECKEL et al., 2010;
ELEUTERIO-SILVA et al., 2013) .

Dentre estes fatores, cita-se: obesidade corporal e/ou visceral (GASTALDELLI
et al.,, 2002; MATHIEU et al., 2009), diabetes tipo Il (MOLNAR et al., 2005; NG,
2013), hipertensao arterial sistémica (MATHIEU et al., 2009), dislipidemia (ADIELS,
TASKINEN, BOREN, 2008), resisténcia a insulina (Rl) (AGUAYO, VELA, ANIEL-
QUIROGA et al., 2013; NG, 2013) e as DHGNA (ALBERTI et al., 2009; ECKEL et
al., 2010; FRAULOB et al., 2010).

No cenario exposto, a SMet, bem como os fatores a esta associados,
configura-se, atualmente, como uma das principais doencas metabdlicas estudadas,
visto seu alto impacto na saude da populacdo e sua relacdo com as doencgas
cardiovasculares (ALBERTI et al., 2009; SIMMONS et al., 2010). Nesse contexto,
estudos tanto em humanos (ELEUTERIO-SILVA et al.,, 2013; HU et al.,, 2004,
MAHMOOD, ABED, MERKHAN, 2013) quanto em animais (FRAULOB et al., 2010;
MOLNAR et al.,, 2005; SANTOS et al.,, 2008) foram e sdo largamente realizados
para melhor entender os mecanismos fisiopatolégicos que regem a SMet (FRAULOB
et al., 2010; MOLNAR et al., 2005; SANTOS et al., 2008).

Considerando a complexidade destas desordens metabdlicas, acredita-se ser
importante a investigagdo dos mecanismos implicados tanto no controle da
homeostase cardiovascular quanto do fluxo de glicose e lipidio corporal.

A dislipidemia é caracterizada por altos niveis de lipidios e/ou lipoproteinas no
sangue, como elevados niveis de TG, baixos niveis de HDL e/ou pelo aparecimento
de LDLs pequenas e densas (ADIELS et al., 2008; FAZIO et al., 1997; NG, 2013).
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A mudanca no metabolismo de lipoproteinas € iniciada pela producao
hepatica excessiva de TG e VLDL (ADIELS, TASKINEN, BOREN, 2008; FAZIO et
al.,, 1997; KAMAGATE et al., 2008). Esta ultima € liberada do figado e pode ser
convertida em IDL pela lipase lipoproteica presente no endotélio capilar dos vasos
sanguineos (LPL; “lipoprotein lipase”). A IDL, por sua vez, ainda nos vasos
sanguineos, pode ser convertida em LDL que € rica em COL e catabolizada,
principalmente, através do reconhecimento hepatico pelos seus receptores LDL
especifico (ADIELS et al., 2008).

A elevada concentracao de glicose sanguinea, decorrente, principalmente, da
incapacidade insulinica em exercer seus efeitos nos tecidos alvos, caracteriza o
diabetes tipo Il (COPELAND et al., 2013; REINEHR, 2013). A deficiéncia insulinica
observada nesta doenca produz alteracdes no metabolismo dos carboidratos e
lipidios e, desta forma, associa-se a obesidade (ALBERTI et al., 2009),
principalmente quando se faz uso de dietas com elevado teor calérico. Em conjunto,
estes agravos sdo um grande problema mundial, principalmente em paises
desenvolvidos, onde os indices de prevaléncia destes sdo crescentes (ALBERTI et
al., 2009; GASTALDELLI et al., 2002; SIMMONS et al., 2010).

Uma vez presente, o quadro de RI, a supressado da lipdlise mediada por este
hormonio estara prejudicada, ou seja, a degradacao de lipidios ser& favorecida, bem
como a continua migracéo de acidos graxos ao figado, acarretando no aparecimento
de RI hepética e consequente, hiperinsulinemia (ADIELS, TASKINEN, BOREN,
2008). Esta, por sua vez, estimula a lipogénese “de novo” hepéatica, elevando, desta
forma, o acumulo de triglicerideos no figado e a lipase horménio sensivel no tecido
adiposo (BROWNING, HORTON, 2004). Este estimulo eleva ainda mais a liberagao
de acidos graxos para a circulacdo mantendo, desta forma, um circulo vicioso de
liberacdo e captacdo de &cidos graxos pelo tecido adiposo e pelo figado,
respectivamente, caracterizando assim um mecanismo envolvido na patogenia das
DHGNA pela diminuida agédo da insulina (KOTRONEN, YKI-JARVINEN, 2008;
MARCHESINI et al., 2003). Além disso, o depdsito de gordura visceral favorece a
captacdo hepatica de &cidos graxos, via circulacdo portal, pela sua favoravel
localizacdo e esse acumulo hepatico de gordura, é também acentuado pela captura
dos lipidios que chegam ao tecido a partir da alimentacéo, através dos quilomicrons
(MATHIEU et al., 2009). Dessa forma, os acidos graxos, principal reserva de calorias

no organismo, sédo considerados importantes mediadores dos efeitos do tecido
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adiposo como tecido enddcrino complexo na SMet (CAPURSO, CAPURSO, 2012).

Além destes citados, outros fatores estao envolvidos na relacédo da obesidade
visceral com o metabolismo lipidico do figado alterado. Nesse sentido, a diminuicédo
da secrecdo da adiponectina, uma importante citocina liberada pelo tecido adiposo,
acarretada pelo aumento da producao de substancias pro-inflamatorias como o TNF-
a, pode contribuir para diminuir o metabolismo das lipoproteinas hepaticas, uma vez
que esta participa de processos metabdlicos em varios 6rgaos, incluindo o figado
(ZECHINI, PASQUAZZI, ACETI, 2004). Assim, esta desregulacdo no metabolismo
lipidico do figado e consequente desenvolvimento de esteatose hepatica,
dislipidemia e RI, pode representar papel chave na patogénese da DHGNA e
agravos associados, como a SMet. Ademais, todos os componentes da SMet
correlacionam-se com a concentracdo de gordura no figado e a progressao desta
aumenta com o grau de obesidade, fato que classifica as DHGNA como mais uma
manifestacdo da SMet (ALBERTI et al., 2009; DEN BOER et al., 2004; PAGANO et
al., 2002).

Estudo de Gastaldelli e colaboradores (2002) mostrou que, em pacientes
diabéticos, o acumulo de gordura visceral tem um impacto negativo no controle
glicémico, decorrente da diminuicdo da sensibilidade insulinica periférica e da
acentuada gliconeogénese. Além disso, o0 desenvolvimento de enfermidades
cardiovasculares, como a disfuncdo endotelial, estresse oxidativo, aterosclerose,
entre outras, podem ser advindas do diabetes (BANDEIRA SDE et al., 2012;
MOLNAR et al., 2005).

Nesse sentido, diversos estudos sugerem a participacdo do SRA nas
desordens relacionadas a SMet (MARIO et al., 2012; SANTOS et al.,, 2010;
SANTOS et al., 2008). Camundongos Mas” apresentam dislipidemia acompanhada
pelo aumento de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal, assim como dos niveis
de leptina (SANTOS et al.,, 2008). Somando-se a estas alteracdes lipidicas, estes
animais apresentam distarbios no metabolismo glicémico, caracterizada pela
intolerancia a glicose e menor sensibilidade a insulina. Estes eventos sao
acompanhados da diminuicdo da expresséo proteica do transportador para glicose,
0 GLUT4, no tecido adiposo branco (TAB). Ainda nesta direcdo, camundongos Mas™
apresentam diminuida resposta dos adipocitos a acdo da insulina e isto foi
associado com a diminuigao da expressdao do PPARy no TAB, importante regulador

de lipogénese e captacdo de acido graxo (GILARDI et al., 2014), sugerindo-se,
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assim, a relevancia do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas também no metabolismo
adipocitario (MARIO et al., 2012).

Nesta linha de raciocinio, outro estudo mostra que o aumento dos niveis
circulantes de Ang-(1-7) melhora o perfil lipidico e glicidico, pela diminuicdo de COL,
TG e da massa de gordura abdominal, acompanhado pelo aumento de adiponectina,
assim como melhora na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina (SANTOS et
al., 2010).

Os trabalhos anteriormente citados se complementam, uma vez que indicam
fortemente que a falta de um dos componentes do SRA, neste caso um receptor
para a Ang-(1-7), o Mas, causa distarbios metabdlicos associados com a SMet
(SANTOS et al.,, 2008). Os eventos metabdlicos, provavelmente, envolvem a
auséncia dos efeitos da Ang-(1-7) apos a ligagdo com o receptor, a0 mesmo tempo
gue o outro estudo indica que o aumento da acdo deste heptapeptideo melhora o
guadro de SMet (SANTOS et al., 2010).

Camundongos ECA2™" apresentam prejuizo na homeostase da glicose em
diferentes idades (NIU et al., 2008). Contudo, isto ainda € controverso, uma vez que
outro trabalho descreve que a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina estéo
normais em ECA2” ap6s consumo de dieta padréo para roedores, mas prejudicadas
apos ingestdo de dieta com elevado teor de gordura e sacarose (TAKEDA et al.,
2013). Alem disso, as condi¢cdes experimentais dos trabalhos citados sao diferentes;
no ultimo, os testes metabdlicos foram realizados com os animais anestesiados.
Uma vez que esta estratégia experimental pode per se influenciar no metabolismo
glicémico (MUNIYAPPA et al, 2008), novas andlises sdo necessarias para
esclarecer o real papel da ECA2 neste sistema.

Com base nas premissas anteriormente elencadas e considerando-se que o
fendtipo de disfuncdo cardiaca evidenciado no ECA2” pode ser dependente de
outros fatores durante a avaliacdo, como o uso de anestésico durante as medidas
ecocardiograficas (GURLEY, COFFMAN, 2008), outros estudos sao necessarios
para elucidar os mecanismos pelos quais a ECA2 atua na homeostase glicémica,
lipidica e nos tecidos metabdlicos envolvidos.

Neste sentido, corroborando com os trabalhos anteriormente citados, em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, modelo animal amplamente
utilizado para investigacdo da SMet, o tratamento oral com Ang-(1-7), diminuiu

colesterol total, triglicerideos e alanina aminotransferase plasmatica, bem como
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preveniu a deposicdo hepéatica de gordura (FELTENBERGER et al., 2013).

Em conjunto, esses dados sugerem que o eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas do SRA
pode apresentar um importante papel tanto regulador das altera¢cfes relacionadas a
SMet como potencial terapéutica nesta desordem.

3.2.4 Participacdo do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas nas doencas hepéticas
gordurosas néao alcodlicas (DHGNA)

Somando-se aos agravos metabdlicos anteriormente elencados, tem ganhado
destaque as DHGNA (ALBERTI et al., 2009; FRAULOB et al., 2010). Sabendo-se
da importancia fisiol6gica hepatica, o conhecimento das alteracdes patoldgicas, bem
como 0s mecanismos envolvidos neste 6rgdo, sao de grande importancia para a
manutencao da qualidade de vida. Neste sentido, o figado é um alvo de investigacao
no intuito de buscar novos métodos de prevencdo, diagndéstico e terapéutica dos
agravos que envolvem este importante 6rgdo metabdlico (ALBERTI et al., 2009;
MAHMOOD, ABED, MERKHAN, 2013; PEREIRA et al., 2007; SIMMONS et al.,
2010).

A fase inicial das DHGNA é a infiltracdo lipidica no figado na auséncia de
consumo cronico etilico e/ou outras causas conhecidas de doenca hepatica,
podendo progredir para esteatohepatite ndo-alcodlica, a qual é caracterizada por
esteatose, inflamacéo e fibrose, e em ultimo estagio levando a cirrose (GENTILE,
PAGLIASSOTTI, 2008).

A progressao das DHGNA é explicada pela hipétese dos dois “hits”, proposta
em 1988 por Day e James (DAY, JAMES, 1998). O primeiro “hit” corresponde a
esteatose simples e envolve o0 acumulo de TG no figado, condicdo que sozinha
desencadeia Rl e possibilita um circulo vicioso de disfun¢gdes metabdlicas,
propiciando, assim, condi¢cdes para o desenvolvimento ou aparecimento do segundo
‘hit”, que envolve inflamacdo, fibrose e morte celular, caracteristicas da

esteatohepatite (Figura 4).
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Figura 4 Esquema simplificado da hip6tese dos dois “hits”.

| Obesidade/Sindrome Metabdlica |

|

| Resisténcia a insulina |

llg Hit

| Esteatose hepatica |

Estressantes
ambientais,
citocinas,
ERON, dano
mitocondrial

O primeiro hit corresponde a esteatose simples e envolve o acumulo de triglicerideos no figado,
desencadeado pela obesidade e SMet. Vérios fatores estdo envolvidos no aparecimento e
progresséo do segundo “hit”; estressantes ambientais (como o consumo de dietas hiperlipidicas), a
producdo de citocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e o dano mitocondrial. O segundo
“hit” envolve inflamacéao, fibrose e morte celular caracteristico de esteatohepatite. Fonte: adaptado de
Mantena et al., 2008.

Vérios fatores estdo envolvidos na progressdo deste segundo “hit” e, devido
ao figado gorduroso ser mais susceptivel ao estresse oxidativo, este constitui um
dos principais fatores (VIDELA et al., 2004). Nesta condic&o, a producao elevada de
EROs, principalmente decorrente da disfungdo mitocondrial, ocorre no tecido
hepatico (SONG et al., 2014). Este fenbmeno é resultante, principalmente, da
sobrecarga do sistema de [(-oxidacdo dos acidos graxos de cadeia longa, e em
sequéncia, tem-se a peroxidacao lipidica e a indugéo de citocinas pré-inflamatorias
(VIDELA et al., 2004). Em conjunto, estes mecanismos promovem a progressao da
esteatohepatite para fibrose e cirrose (GENTILE, PAGLIASSOTTI, 2008; MANTENA
et al., 2008; WIECKOWSKA, MCCULLOUGH, FELDSTEIN, 2007).

Além das condi¢cdes acima citadas, existe uma relacdo do SRA com outros
mecanismos relacionados ao metabolismo hepatico. Por um lado, envolvendo o
“‘eixo classico” do SRA, sabe-se que a delecdo do receptor AT1 reduz esteatose
hepatica (NABESHIMA et al., 2009). Somando-se, a inibicdo da acdo da Ang Il pelo

antagonismo do receptor AT1 melhora o metabolismo hepatico de animais com
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SMet (MONTEZ et al., 2012), através da diminuicdo de TG no figado, aumento das
enzimas antioxidantes e da expressdao de UCP2 (proteina desacopladora 2
mitocondrial, cuja funcdo é o controle da producdo de oxidantes). Esses resultados
sugerem que a ativacdo AT1 contribui para o prejuizo do metabolismo lipidico e
capacidade antioxidante hepatica, criando um cenario favoravel ao aparecimento da
esteatose e esteatohepatite (MONTEZ et al., 2012).

Por outro lado, a ativagédo do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas contrabalanceia os
efeitos negativos citados acima (FELTENBERGER et al., 2013; PEREIRA et al.,
2007; OSTERREICHER et al., 2009). Estas acfes envolvem a participacdo da Ang-
(1-7) que, por sua vez, diminui os niveis de alanina aminotransferase plasmatica,
bem como previne a deposicéo lipidica hepatica e, consequentemente, da esteatose
(FELTENBERGER et al.,, 2013). Ademais, demonstrou-se que 0 antagonismo
farmacoldgico do receptor da Ang-(1-7) (PEREIRA et al.,, 2007), bem como a
delecdo da ECA2 em modelos de injaria hepatica agrava a fibrose neste 6rgao
central do metabolismo (OSTERREICHER et al., 2009).

Somando-se ao exposto, recentemente demonstrou-se que a delecédo do Mas
em camundongos ApoE” causa, além de um incremente significativo na dislipidemia
sistémica, um aumento nos depdsitos de gordura hepatica, caracterizando, desta
forma, um quadro de esteatose, acompanhado de elevada peroxidacédo lipidica no
figado e aumento de alanina aminotransferase no soro (SILVA et al., 2013). Esses
dados demonstram a importante participagcdo do “jovem eixo” do SRA no
metabolismo do figado e que o desequilibrio neste eixo pode acarretar em sério

dano hepético.

3.2.4.1 Avaliagcdo das DHGNA e marcadores oxidativos: possivel papel do
UCP2

O estresse oxidativo participa da progressao das DHGNA e esta relagéo pode
decorrer, primeiramente, da sobrecarga de acidos graxos de cadeia longa para o
figado e, em uma segunda fase, da producdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERONs) e/ou da saturacdo das defesas antioxidantes
hepéaticas (MANTENA et al.,, 2008; QURESHI, ABRAMS, 2007; UCHIYAMA,
SHIMIZU, SHIRASAWA, 2006). Este desequilibrio pode ocorrer como consequéncia
da diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase

(SOD), a catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPx), como também pela elevada
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peroxidacao lipidica (PACHER et al.,, 2007; VIDELA et al., 2004). Somando-se a
estas vias, 0s mecanismos inflamatérios também exercem papel relevante. Em
conjunto, esses eventos contribuem para a progressao da esteatose para
esteatohepatite n&do alcodlica, fibrose, cirrose e por Ultimo, cancer hepatico
(RAMADORI et al., 2008; UCHIYAMA et al., 2006; VIDELA et al., 2004).

As proteinas desacopladoras mitocondriais (“mitochondrial uncoupling
proteins”, UCPs) s&o expressas no interior da membrana mitocondrial e
funcionalmente, capazes de promover a oxidacdo de &cidos graxos, através da
cadeia transportadora de elétrons, para a sintese de adenosina trifosfato (ATP),
dissipando, assim, energia metabdlica como calor (KUHLA et al., 2010). Dessa
forma, sugere-se que modificagcbes na expressao e/ou atividade da UCP2 pode
contribuir para a disfuncdo hepatica e eficiéncia metabdlica deste 6rgao (TIAN et al.,
2012).

Os testes laboratoriais rotineiramente incluidos na avaliagdo clinica de
pacientes com suspeita de DHGNA sao: a andlise sérica da atividade enzimética da
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (MOFRAD et
al.,, 2003; YBARRA et al., 2014), uma vez que a atividade elevada destas,
normalmente, € um indicativo de lesdo hepatocelular (HASHIMOTO, TOKUSHIGE,
LUDWIG, 2014). Contudo, este incremento na atividade destes marcadores nem
sempre é observado em todos os individuos com diagnostico de DHGNA. Ademais,
alguns exames por imagem, como a ressonancia magnética funcional (BASTATI et
al., 2014), apresentam tanto custo elevado como sado de dificil acesso a maioria das
cidades. Isto posto, muitas sdo as limitacbes para a investigacdo clinica das
complicacbes hepaticas. Assim, em conjunto, estes dados diretamente instigam a
busca por novos biomarcadores especificos e considerados potencialmente ideais,
isto é, que sejam reprodutiveis, de baixo custo, laboratorialmente disponiveis e que
estejam envolvidos no mecanismo fisiopatoldgico dos agravos hepaticos, inclusive,
indicando o estadiamento destes (KOTRONEN, YKI-JARVINEN, 2008; MOFRAD et
al., 2003; WIECKOWSKA, MCCULLOUGH, FELDSTEIN, 2007).

Diante disso, ainda ndo foram descritos biomarcadores sistémicos especificos
que contribuam diretamente para o diagnéstico das DHGNA (BYRNE, TARGHER,
2014; YBARRA et al., 2014). Por outro lado, métodos rotineiros de imagem, como a
tomografia computadorizada e ultrassonografia, sdo empregados (ADIELS,
TASKINEN, BOREN, 2008). Entretanto, existe uma limitacdo na utilizacdo destas
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técnicas, seja pela limitada sensibilidade ou especificidade para a obtencdo de
informacBes como a presenca de inflamacao, fibrose e, principalmente, para o
estadiamento esteatdtico dos padrdes micro ao macrovesicular (BASTATI et al.,
2014). Este, por sua vez, sO é possivel invasivamente, por bidpsia hepatica seguida
de estudo histopatologico (HASHIMOTO, TOKUSHIGE, LUDWIG, 2014). Este ultimo
exame €, ainda, considerado o “padrao ouro” tanto para quantificacdo de gordura no
figado como para o diagnostico da esteatohepatite (KOTRONEN, YKI-JARVINEN,
2008; WIECKOWSKA, MCCULLOUGH, FELDSTEIN, 2007).

Diante da importancia do SRA no metabolismo do figado (MONTEZ et al.,
2012; OSTERREICHER et al., 2009; PEREIRA et al., 2007), e que o desequilibrio
desse sistema pode acarretar em sério dano hepatico (MONTEZ et al., 2012,
NABESHIMA et al., 2009; PEREIRA et al., 2007), somado ao fato de que ndo ha
nenhuma correlacdo entre os testes laboratoriais para diagnostico das DHGNA e o
SRA, faz-se necessario a busca por biomarcadores sistémicos e/ou a descricao de

novos alvos especificos que correlacionem danos hepaticos com o SRA.

3.3 Modelos Animais com Alteragdes Genéticas para o Eixo ECA2-Ang-(1-7)-
Mas

A descoberta de novos componentes do “novo eixo”, bem como a descricéo
de acOes fisiopatologicas relevantes para estes, inseriu 0 eixo ECA2-Ang-(1-7) Mas
definitivamente como elemento essencial para a regulacdo de diversos sistemas.
Dessa forma, considerando-se a severidade das doencas metabdlicas, este novo
eixo caracteriza-se como uma importante via a ser investigada.

Neste sentido, a tecnologia transgénica para o desenvolvimento de roedores
que apresentem delecdo ou aumento da expressdo de elementos do mais jovem
braco do SRA, revela-se essencial tanto para o conhecimento de novas rotas
metabdlicas como para o melhor entendimento dos mecanismos que interligam este
sistema na homeostase, bem como em processos patolégicos diversos (SANTOS et
al., 2003; SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2013).

As modificacdes genéticas supracitadas produzem diferentes fendtipos, os
quais foram e/ou sdo essenciais para identificacdo das acdes exercida pelos
componentes deste sistema em diferentes 6rgaos (ALENINA et al., 2008).

Em camundongos, a delecdo da ECA2 causa defeitos na contratilidade

cardiaca, como demonstrado in vivo por Crackower e colaboradores (2002).
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Entretanto, trabalho subsequente demonstrou funcédo cardiaca normal no ECA2™
(GURLEY et al., 2006). Anos mais tarde, Gurley e Coffman (2008) discutem que esta
diferenca pode ocorrer provavelmente por influéncia da diferenga no “background”
genético, de fatores ambientais, bem como metodol6gicos (como o uso de anestesia
para as medidas ecocardiograficas), demonstrando assim a dependéncia de outros
fatores para o fenotipo obtido apds a delecédo da ECAZ2.

Somando-se ao exposto, a utilizacdo de animais com delecdo genética para
ECA2 também permitiu a investigacdo da participacdo desta enzima em outras
areas. Observou-se que camundongos ECA2” mostram prejuizo na vasodilatagdo
induzida pela acetilcolina na aorta (LOVREN et al., 2008) e disfuncdo endotelial
acompanhada de estresse oxidativo tanto aortico como sistémico (RABELO et al.,
2015; dados nédo publicados). Ademais, a delecdo da ECA2 exacerba o diabetes
renal em camundongos Akita, um modelo animal de diabetes mellitus do tipo 1
(WONG et al., 2007). A supressdo desta enzima em ApoE”’ piora a aterosclerose e
inflamacé&o vascular destes animais (SAHARA et al., 2013; THOMAS et al., 2010),
além do prejuizo na homeostase da glicose (GURLEY, COFFMAN, 2008; NIU et al.,
2008; TAKEDA et al., 2013) e agravamento da fibrose hepatica (OSTERREICHER
et al., 2009).

Cronologicamente, camundongos Mas” foram os primeiros animais
geneticamente modificados do SRA (WALTHER et al., 1998). A delecéao do receptor
Mas em camundongos também permitiu diversas investigacdes, sendo este animal
uma excelente ferramenta para avaliagdo do papel da Ang-(1-7). Esses roedores
apresentam marcada disfuncdo cardiaca in vitro e in vivo (SANTOS et al., 2006),
prejuizo na funcéo endotelial in vivo, estresse oxidativo, elevada pressdo sanguinea
(RABELO et al., 2008; XU et al., 2008) e disfuncéo erétil (DA COSTA GONCALVES
et al., 2007). Além disso, o efeito da delecdo do receptor Mas em “background”
FVB/N no metabolismo lipidico e glicidico ja foi relatado, as complicacdes
observadas sdo semelhantes aquelas que caracterizam a SMet, como a
dislipidemia, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (SANTOS et al., 2008).

A delecdo do receptor Mas em animais ApoE” também ja foi descrita (SILVA
et al., 2013) Essa dupla delecao causa esteatose no fenétipo obtido e agrava o perfil
lipidico aterogénico e hepatotéxico nos animais ApoE™, sugerindo-se, desta forma, a
importante participacdo do receptor Mas no metabolismo lipidico (SILVA et al.,
2013).
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Além de modelos animais que apresentam a delecdo de algum componente
do SRA, outros que apresentam o aumento da expressao também ja foram
desenvolvidos (RENTZSCH et al., 2008) (SANTOS et al., 2010) (ZHAO et al., 2010),
sendo estes utilizados com 0 mesmo intuito das investigacdes acima relatadas.

Nesta direcdo, Rentzsch e colaboradores (2008) geraram um modelo de rato
espontaneamente hipertenso que apresenta aumento da expressao de ECA2 em
células do musculo liso vascular. Interessantemente, o fenétipo obtido apresentou
melhora na funcéo endotelial, além de diminuicdo da pressao sanguinea. Os autores
postulam que, provavelmente, estes efeitos sdo consequentes a reducdo do
estresse oxidativo associado a diminui¢éo dos niveis de Ang Il e aumento de Ang-(1-
7) sistémicos e aodrticos (RENTZSCH et al.,, 2008). Somando-se, Zhao e
colaboradores (2010) demonstraram que o aumento da expressdo da ECA2 no
coracdo de ratos que apresentam infarto do miocardio, induzido cirurgicamente,
melhora a disfuncao ventricular esquerda e protege contra fibrose no miocardio.

Além destes, em um modelo de rato transgénico que apresenta uma cronica
elevacdo dos niveis plasméticos de Ang-(1-7), observou-se uma melhora no
metabolismo da glicose e dos lipidios, através do aumento da tolerancia a glicose e
da sensibilidade a insulina, bem como diminuigdo de COL, TG e gordura abdominal.
Segundo este estudo, 0 possivel mecanismo envolve diminuicdo da expressdo de
angiotensinogénio e aumento da acdo da AKT no tecido adiposo (SANTOS et al.,
2010).

No plano exposto, os estudos envolvendo animais geneticamente modificados
para componentes do “novo eixo” do SRA demonstram a importante e decisiva
contribuicdo desta via na homeostase cardiometabdlica. Em conjunto, configuram-se
como importantes ferramentas para investigacdo de novos alvos farmacéuticos e
dos mecanismos implicados, mas ainda pouco explorados.

A Tabela 1 sumariza os principais modelos transgénicos do eixo ECA2-Ang-
(1-7)-Mas.



Tabela 1. Modelos transgénicos do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas.
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Modelo “Background” | Transgene/Mutagéo Fenotipo Referéncia
- Disfungéo cardiaca (CRACKOWER et al., 2002)
- Prejuizo na vasodilatagdo induzida pela
o (LOVREN et al., 2008)
acetilcolina na aorta
Disfuncdo endotelial e estresse oxidativo aértico | (RABELO et al., 2015; dados nao
e sistémico publicados)
Camundongo C57Bl/6 ECA2
o (OUDIT, HERZENBERG,
- Injaria glomerular
KASSIRI et al., 2006)
o o (NIU et al., 2008; TAKEDA et al.,
- Prejuizo na homeostase glicémica
2013)
- Fibrose hepética (OSTERREICHER et al., 2009)
ECA2 (Geral - Aumento da susceptibilidade a infecgéo pelo (YANG, DENG, TONG et al.,
Camundongo C57BI/6 i i o
superexpressao) virus da sindrome respiratoria aguda grave 2007)
Camundongo Akita ECA2 - Acelera o diabetes renal (WONG et al., 2007)
) I (LOVREN et al., 2008; SAHARA
- Piora no processo aterosclerético e
Camundongo C57Bl/6 ECA2/ApoE ) . etal., 2013; THOMAS et al.,
inflamatério
2010)
- Aumento da resisténcia vascular e diminuicédo
i (BOTELHO-SANTOS et al., 2012)
do fluxo sanguineo
- Disfuncéo cardiaca (SANTOS et al., 2006)
Camundongo C57Bl/6 Mas - Disfungdo endotelial e aumento do estresse

oxidativo

(RABELO et al., 2008)

- Disfuncéo erétil

(DA COSTA GONCALVES et al.,
2007)
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- Trombose

(FRAGA-SILVA, PINHEIRO,
GONCALVES et al., 2008)

- Dislipidemia, prejuizo na homeostase

glicémica (SANTOS et al., 2008)
Camundongo FVBN Mas

- Disfuncédo endotelial e

) . ) (XU et al., 2008)

Hipertensao arterial
Camundongo FVBN Mas/ApoE - Esteatose e agravamento do perfil lipidico (SILVA et al., 2013)
Rato ) N L

TECAZ2 células do - Melhora da funcao endotelial e diminuicdo da
espontaneamente . ) . . (RENTZSCH et al., 2008)
) musculo liso vascular | pressdo sanguinea

hipertenso

Rato com infarto
do miocardio

TECAZ2 coracao

- Melhora disfuncéo ventricular esquerda

endotelial e protege contra fibrose no miocardio

(ZHAO et al., 2010)

Rato

1Ang-(1-7)

plasmatica

- Melhora metabolismo glicémico e lipidico

(SANTOS et al., 2010)
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Abstract

Introduction: Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) represents an important
component of the renin-angiotensin system. Objective: Our aim was to investigate
the metabolic profile during the lifespan in ACE2-deficient mice (ACE2™). Methods:
Male adult C57BI/6 (WT) and ACE2”Y (KO) mice were analyzed at the age of 3, 6
and, 12 months under standard (SD) diet, and at the age of 6 and 12 months after
high fat (HFD) diet. Results: Under SD, ACE2” showed lower body weight (BW) at
all ages investigated. This difference was even more pronounced after HFD in 6-
month-old mice, but, interestingly, was blunted at the age of 12 months. The BW
reduction was accompanied by decreased white adipose tissue (WAT) content in
ACE2™". For all groups, no significant changes were observed in fasting glucose and
insulin levels, but the ACE2™ showed improved glucose tolerance and enhanced
insulin sensitivity, even after HFD. Moreover, ACE2” have lower levels of total
cholesterol, triglyceride, non-esterified fatty acid, and leptin in plasma. On the other
hand, the adiponectin levels in plasma were higher in ACE2™. In addition, ACE2"
showed a significant decrease in lipolysis under both chow and HFD. Conclusion:
The deletion of ACE2 interferes with glycemic/lipid, and BW homeostasis. ACE2™"

are protected from HFD-induced obesity, probably by an age-dependent mechanism.

Key words: ACE2 knockout, renin angiotensin system, lipodystrophy, obesity.



Introduction

The discovery of the new components of the renin-angiotensin system (RAS)
and the description of relevant physiological actions for these, definitely inserted the
triad Angiotensin-converting enzyme type 2 (ACE2), Angiotensin 1 to 7 (Ang-(1-7)),
and Mas receptor (MasR), the so-called ACE2/Ang-(1-7)MasR axis, as an essential
participant in the regulation of several systems (1-5). Thus, considering the severity
of metabolic diseases, this newly described arm is characterized as an important
pathway to be mechanistically investigated.

The pathological accumulation of adipose tissue is one of major risk factors for
cardiovascular disease (6). In this context, studies also involving the RAS, have
largely been conducted to better understand the metabolic and cardiovascular
pathophysiology, in both animals (1-3, 5) and humans (6, 7).

ACEZ2 is a pivotal component of the RAS, which functions as a peptidase that
hydrolyzes angiotensin | (Angl) and angiotensin Il (Angll) into angiotensin-(1-9) (Ang-
(1-9)) and angiotensin-(1-7) (Ang-(1-7)), respectively (8, 9). This enzyme is therefore
considered as a negative regulator of the RAS for decreasing the levels of Angll, a
vasoconstrictor molecule, and increasing the Ang-(1-7), a vasodilator molecule,
conferring the ACE2 a protective role in cardiovascular diseases (10-12) .

Metabolic studies demonstrated the role of the ACE2/Ang-(1-7)MasR pathway
in physiological homeostasis (13-15). Besides the important function in
cardiovascular homeostasis, recently, ACE2 was described as a regulator of amino
acid transport (16, 17), being also capable of inhibiting liver fibrosis (18), protecting
against the development of diabetic retinopathy (19) and acute lung failure (20), with
the genetic deletion of this enzyme leading to endothelial dysfunction and redox

imbalance in mice (21). ACE2 has been shown to be a pleiotropic enzyme (16, 22)



and the impairment in its expression or activity leads to, among others, cardiac (10),
vascular (2, 23) and renal disorders (24).

However, the precise role of ACE2 in lipid metabolism remains unclear. In this
context, considering the emersion of metabolic diseases and the multifunctionality of
the ACE2, our aim was to investigate the metabolic profile in ACE2-deficient mice,
especially in regard to systemic metabolism of lipids and glucose.

Here, we showed that the deletion of ACE2 decreases the white adipose
tissue and the susceptibility to high fat diet-induced obesity. In addition, this deletion

promoted an improvement in glucose profile and insulin pathway systemically.

Results

ACE2 deficiency decreases body weight, fat depot and lipid profile

To reveal the role of ACE2 in the metabolism of fat, we evaluated body weight
(BW) and fat depot. Under standard diet (SD), ACE2” showed lower BW at all ages
investigated compared to WT (Figure 1A). This difference was even more
pronounced after high fat diet (HFD) in 6-month-old mice, but, surprisingly, was
blunted at the age of 12 months (Figure 1A).

Under SD, the BW reduction was accompanied by decreased total fat in 6 and
12month-old mice (Figure 1B) and white adipose tissue (WAT) index was also found
to be decreased in 3, 6 and 12-month-old (Figure 1C) ACE2™ mice. The significant
decrease of fat depot in ACE2”Y was even more pronounced at the age of 6 months
after 22 weeks of HFD, but not at the age of 12 months. In addition, ACE2"
displayed a decrease of white adipocyte diameter in both SD (Figure 1D). Since the
ACE2" mice have less visceral fat deposition and lower BW, we evaluated the lipid

profile in these animals. Under SD, triglycerides (TG) and total cholesterol (TCOL)
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levels in plasma were significantly lower in 6-month-old ACE2™ mice, but not at the
age of 12 months (Table 2). In addition, the ACE2 deletion provoked a significant
decrease of non-esterified fatty acids (NEFA) levels in all ages under isocaloric
condition (Table 2), but under HFD these differences disappeared.

To assess whether the capacity of breakdown of lipids was altered due to the
significant decrease of fat depot, we evaluated the lipolysis in WAT. In vivo, ACE2"
mice presented lower NEFA release after selective [3-adrenoceptor agonist
stimulation in both SD and HFD when compared to WT mice (Figure 2A). However,
in vitro, these differences were not observed anymore (Figure 2B). We also
evaluated the levels of TCOL, TG, glucose and adiponectin in the plasma collected
during the test. The levels of TCOL, TG and glucose did not change between the
groups, but adiponectin was significant increase in ACE2™ compare to the WT under
SD. Under HFD, TG and glucose levels were not different between the groups, but
TCOL was significant decrease. Intriguingly, adiponectin was significant increase in
ACE2 compare to the WT mice (Figure 2C-F).

In order to understand the mechanism of lipolysis in ACE2”, we evaluated the
expression of target genes in WAT. The results showed that, under SD, the mRNA
for lipoprotein lipase (LPL) and adrenergic 33-receptor (Adr3), both involved in fatty
acid metabolism, did not change between the groups in 6-month-old mice, but were
significantly decreased in 12-month-old ACE2” mice. Interestingly, under HFD the
levels of mRNA for AdrB3 significantly increased in ACE2” in both 6 and 12-month-
old mice. The hormone-sensitive lipase (HSL) expression in WAT, lipase that
hydrolyzes stored triglycerides to free fatty acids, was significantly increased in

ACE2" 6 months under SD and HFD but not 12-month-old mice (Figure 2G-I).



As expected, according to the amount of WAT, ACE2" presented higher
adiponectin and lower leptin levels in plasma, with the same holding true for the gene

expression of leptin and adiponectin in WAT compared to WT (Figure 2J-M).

Role of ACE2 deficiency in glucose and insulin signaling

Under SD, no significant changes were observed in fasting glucose between
ACE2" and WT groups at all ages. Compared with SD, the HFD increased fasting
glucose levels in both WT and ACE2” (Table 2). However, under SD, the ACE2"
showed improved glucose tolerance at the age of 6 and 12 months, but not in
3month-old mice (Figure 3A-C), and enhanced insulin sensitivity at all ages (Figure
3D-F). After HFD-induced glucose intolerance and insulin resistance, ACE2”Y mice
continued to present better glucose tolerance and insulin sensitivity compared to WT
mice (Figure 3).

To assess whether the high insulin sensitivity in ACE2™ group was due to
elevated insulin levels, we measured this parameter during fasting. The results
showed that there were no changes in plasma insulin levels between the groups
under SD, but such levels decreased significantly in ACE2™ in 6-month-old mice
under HFD when compared to WT mice (Table 2).

We also evaluated the levels of target genes for glucose and insulin in WAT
and muscle. Under SD, 6-month-old ACE2™ mice showed increased levels of insulin
receptor (IR) in both organs, and under HFD remained increased in WAT but not in
the muscle, which may partly explain the increased insulin sensitivity in ACE2"
animals even after HFD ingestion. Under SD, no difference was observed in the
levels of glucose transporter type 4 (GLUT4) in both WAT and muscle, but such

levels were significantly increased in WAT from ACE2™ after HFD (Figure 3G-J). In



both, WAT and muscle, no difference in IR and GLUT4 was observed between the

old groups.

Role of ACE2 in energy balance

The balance between energy intake and expenditure reflects in the control of
BW. Both food intake and energy expenditure were decreased in ACE2” 6-month-
old compared to WT mice fed either SD or HFD (Table 2). On the other hand, liquid
intake was increased in ACE2™. However, at the age of 3 months, the food and liquid
intake did not change between the groups and energy expenditure was increase in
ACE2", suggesting that the reduction in BW and adipose mass observed in ACE2™"

mice not necessary could be due to a decrease in food intake.

Discussion

The major finding of the present study is that the ACE2-null mice are protected
from HFD-induced obesity. This deletion causes metabolic paradoxical effects: on
the one hand, a marked diminished BW and WAT associated to lower susceptibility
to HFD-induced obesity and insulin resistance. On the other hand, it probably leads
to the lipodystrophy in ACE2™ mice. These novel findings suggest that ACE2 and/or
its axis play an important role in lipid metabolism.

First of all, we observed that ACE2 deletion leads to a diminished BW in three
different ages, 3, 6 and 12 months old, and also in WAT depots. In order to
investigate the role of ACE2 in a pathological condition, further evaluation was
performed under HFD. So that, under HFD, ACE2” mice showed lower
susceptibility to HFD-induced obesity at the age of 6 months but not in 12 months

old.



The phenotype of ACE™ mice is similar to ACE2™ found in present work,
ACE” mice had lower BW, body fat and plasma leptin (25). The authors did not
associate these findings to decreased food intake, since no differences were
detected in daily food intake in ACE” mice, but associated to a high energy
expenditure related to increased metabolism of fatty acids in the liver. We can
suggest two possibilities for the similarity found between this work and ours: the
decrease of the action of Ang-(1-7) in both knockout animals or the inherent activity
of the ACE2, since this enzyme presents RAS-independent function.

Since the ACE2™ mice have less visceral fat deposition and lower BW, we
evaluated the lipolysis capacity. After in vivo Bs agonist-induced lipolysis, ACE2™"Y
mice presented lower NEFA release in plasma, even under HFD. This is probably
due to the diminished fat depots and adipocyte diameter in these animals even after
the HFD intake. Additional evidence from the evaluation of systemic lipid profile in
plasma at the end of experimental time showed that levels of TCOL, TG and NEFA
in ACE2™ mice were lower than in control mice. On the other hand, the lipolysis in
vitro did not show a significant difference between ACE2™ and WT in both SD and
HFD condition. In this sense, it is plausible to consider the existence of a systemic
factor which could be influencing the lower release of NEFA in ACE2” in vivo,
because when adipose tissue was stimulated isolated with the same agonist, the
results for both groups were similar.

Leptin plays a key role in regulating energy intake and expenditure, and the
levels of this protein in the blood positively correlate with adipose mass. This
corroborates with our findings that ACE2” presented diminished fat depots and
decreased plasma leptin levels and also the mRNA expression in WAT. We

expected an increase in food intake, since the hypothalamus recognizes that the



body has less leptin, stimulating the food intake and decreasing the energy
expenditure. As expected, in 6-month-old ACE2™ mice showed diminished energy
expenditure, but, surprisingly, the food intake was decreased, and this might explain,
partly, the lower fat depots in ACE2” mice and their lower susceptibility to HFD-
induced obesity in this age, but not in 3-month-old, since at this last age the food
intake did not change between the groups, suggesting that the reduction in BW and
adipose mass observed in ACE2”Y mice 3-month-old not necessary could be due to
a decrease in food intake.

Following the lipolytic pathway in adipocytes, the gene target for the
adrenergic 3 agonist showed an increase after HFD. This could also explain the
lower susceptibility that ACE2™ mice have to HFD-induced obesity, by probably up
regulation of this pathway. Additional evidence to corroborate this finding comes
from HSL expression in WAT that was increased in 6-month-old ACE2™ mice.
Based on these results, we expected the levels of NEFA in plasma to be increased,
but they were not. In this sense, we speculated the possibility that the circulating
lipids could be accumulated ectopically and due to this, ACE2” mice showed
decreased lipid levels in plasma.

Takeda et al (26) previously reported that ACE2™ mice, under standard diet
feeding, had normal insulin sensitivity and glucose tolerance. Nevertheless, after
HFD these parameters were impaired. It is important to consider, however, that the
experimental conditions while evaluating the glucose metabolism can affect the
results, often by stress to the animals or the use of anesthesia, which are known to
affect glucose metabolism (27). Also, the age of animals could affect this evaluation
since the genetic background may not be already established in young animals.

Therefore, the difference between our findings and theirs might be due to the use of
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anesthesia in their experiments, and to the use of young ACE2™ mice (12-week-old
animals). Moreover, we can attribute our metabolic results to the lower deposit of
WAT in ACE2™ mice, a fact not evaluated by the aforementioned authors, since they
did not perform the experiment of the body composition in the animals.

In our work, we speculated that the improvement in insulin sensitivity in ACE2
¥ mice may occur due to the increase of plasma adiponectin (as a result of
decreased fat depots), observed in this mice model, or due to high expression of
insulin receptor mRNA in WAT and muscle. Adenoviral adiponectin overproduction
in knockout mice for this adipokine ameliorates diet-induced insulin resistance (28).
Additionally, Combs et al (29) identified a dominant mutation in the collagenous
domain of adiponectin that elevated circulating it levels in mice and also improved
insulin sensitivity (29).

Despite the association between advanced age and consumption of high-fat
diet, conditions that are already known to favor the onset of metabolic diseases (30),
the deletion of ACE2 did not change, at the age of 12 months, BW, fat deposition or
plasma lipid profile compare to the WT in the same condition, suggesting that ACE2
in an old age no more interfere in these parameters as observed at younger ages
and that the mechanism of protection against HFD-induced obesity could be age-
dependent. Based on this, we have chosen 6 months old as the age that best
represents the phenotype resulting from the deletion of ACE2.

Based on the results observed in ACE2™ mice, we speculate the possibility of
ectopic lipid deposit in the liver, the first organ to receive the venous blood from the
bowels, carrying the fat after the digestive process (31, 32) and/or the increased

fecal fat excretion. However, we cannot discard the possibility of fat accumulation in
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another organ after the consumption of HFD. Hence, others investigations are
following to confirm these hypotheses.

Taken together, the large body of experimental evidence and our results show
that the balance between the two essential axis in the renin-angiotensin system,
ACE-Angll-AT1 and ACE2-Ang-(1-7)-Mas axis signaling, help the body to
maintain its capacity to metabolize fat to energy maintenance.

In sum, in addition to promoting protection against HFD-induced obesity and
systemic injury on glucose and insulin signaling, ACE2 deletion may also, under SD,
impair lipid homeostasis, resulting in lipodistrophy. It is important to highlight that this
action can be an intrinsic feature of the RAS or not, since ACE2 is a multifunctional

enzyme not fully explored.

Conclusions

The ACE2 phenotype described in this work could be explained by metabolic
adaptations. A first explanation could be that ACE2 deletion produced effects in lipid
metabolism: diminished BW and WAT associated to lower susceptibility to HFD-
induced obesity. On the other hand, probably due to reduction in fat depot, ACE2
deletion leads to improvement in the glycemic metabolism systemically. Our data
points to an important role of the ACEZ2 in the systemic lipid metabolism, indicating
that both signaling, ACE-Angll-AT1 and ACE2-Ang-(1-7)-Mas axes, must be in
balance for the maintenance of normal lipid and glucose metabolism in the body.
Furthermore, ACE2™ could represent a new animal model for lipodystrophy, and
interesting research tool for both new treatments and to understanding the signaling

pathways involving metabolic events.
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Materials and Methods

Animals and experimental procedures

C57BI/6 (WT) and ACE2 deletion (ACE2™) male mice were used in this study
in accordance with the German animal protection law and the “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” (NIH publication 86—23, 1996). ACE2” mice on
C57BL/6 genetic background were purchased from Dr. Penninger (Institute of
Molecular Biotechnology of the Austrian Academy of Sciences, Vienna, Austria), and
were bred and housed in the Max-Delbruck-Center for Molecular Medicine. The
generation of double knockout ApoE-ACE2” was obtained by backcrossed of single
knockout strains during 10 generations. The genetic identity was confirmed by talil
genotyping at each generation. During all the experimental period, mice were kept on
a 12-hour light/dark cycle, fed ad libitum, with controlled humidity and temperature
environment.

The ACE2” mice used in this work were at the age of 3, 6 and, 12 months
under the standard diet (SD, 10% kcal from fat) and at the age of 6 and 12 months
after 20-22 weeks of high fat diet (HFD, D12451, 45% kcal from fat), both diets from
SSNIFF® (Spezialitaten, Soest, Germany). The ApoE-ACE2” mice used were at the

age of 6 months under SD.

Glucose tolerance and insulin sensitivity test

The glucose tolerance test were performed after an overnight fast (12h). The
animals were weighed and the blood was collected from tail vein for measuring

glucose before the injection of 2g glucose.kg™i.p (Glucose, Merck®, Darmstadt,
13



Germany). After injection, the glucose levels were measured at 15, 30, 60, 90 and
120 minutes.

Insulin sensitivity test was assessed with the animal in fed state. Similar to the
aforementioned test, the animals were weighed and the blood was collected for
measuring glucose before the injection of 0.75 units insulin.kg™, i.p (Huminsulin®,
Lilly, Indianapolis, IN) and after injection at 15, 30, 60, 90 and 120 minutes. All blood
glucose was measured using glucometer (Accu-Chek AVIVA, Roche®, Mannheim,

Germany).

Metabolic Cage System

Mice were adapted in metabolic cages for 2 days. After this, the measurement
of 24 hour activity, energy expenditure, food and water consumption was performed
using a combined indirect calorimetry system (TSE Systems GmbH, Bad Homburg,

Germany) during three days. Results were expressed as the average of three days.

Body Composition in vivo

The body composition was performed in nonanesthetized mice using the
Brucker® minispec LF90Il nuclear magnetic resonance imaging (NMR) analyzer
mql10 (Brucker Optics, Woodlands, USA). In the test, mice were individually placed in

small tubes and then inserted into a NMR analyzer. The total fat, was recorded.
Lipolysis in vivo and in vitro

Lipolysis in vivo was performed by administration of 1mg.kg™;i.p selective B3-

adrenoreceptor agonist CL-316,243 hydrate (C5976; Sigma-Aldrich®, Seelze,
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Germany). The NEFA were measured in blood collected from tail vein, before the
administration (basal), 15 and 30 min after the administration.

Lipolysis in vitro was performed in white adipose tissue collected after
euthanasia. The tissue was incubated in a medium of culture (DMEM, Gibco® 11880;
Darmstadt, Germany) in a bath (37 °C; 95% O; 5% CO) for 30 minutes for collection
of basal time (Time 0) and, immediately after that, the medium was imbibed with 33-
adrenoceptor agonist CL-316,243 0,1mM. The free fatty acids were measured in the
medium in 0, 90 and 180 min of incubation and normalized by the amount of fat used

for stimulation.

Euthanasia and organ collection

After intraperitoneal anesthesia using a xilazine/ketamine solution (10/110,
mg.kg™), the animals were sacrificed by exsanguination through cardiac puncture of
the right ventricle. The whole blood was collected, centrifuged (4,000rpm for 10 min),
and plasma was separated and stored at -80°C until biochemical analyses were
performed. The animals were perfused with heparinized saline and, in sequence,
WAT and gastrocnemius muscle were carefully removed, weighed, immediately
frozen in dry ice and stored at -80°C until quantitative PCRand the other analyses
were performed. WAT index was calculated using the following formula: WAT index

(%) = {(Epididymal fat + Perirenal fat)/(Body Weight)}*100.

Biochemical analyses
For measurement of insulin, leptin and adiponectin, we used ELISA assay
(Millipore®, Schwalbach, Germany) according to the manufactures’ instructions. A

Wako NEFA kit was used to measure plasma and liver NEFA concentrations (Wako
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Chemicals GmbH®, Neuss, Germany). TCOL and TG levels were assayed using
commercials kits (Labtest®, Belo Horizonte, Brazil), following the manufacturers’
instructions with adaptations for microplate. All measurements were performed using

a TECAN® Infinite 200 PRO plate reader (Mannedorf, Switzerland).

Adipose tissue histological analysis

Small fragments of adipose tissue (WAT) were fixed in 4% buffered
formaldehyde, embedded in paraffin and sectioned at 3um. Adipose tissue was
stained with hematoxylin and eosin (H&E) in order to determine the adipocyte
diameter. The sections from each animal were histologically examined in light
microscope (Biorevo® BZ-9000; Keyence, Itasca, Germany), photographed and

analyzed.

Real time quantitative PCR

Total RNA was isolated from WAT and muscle tissues by using trizol (TRizol®
Reagent, Darmstadt, Germany) and cleaned (RNeasy Mini kit, Qiagem, Hilden,
Germany). RNA was quantified by using spectrophotometry (NanoDrop®, Miinchen,
Germany) and 1 ug was used to the synthesis of cDNA (Reverse Transcriptase —
Invitrogen®) performed using M-MLV (S1000™ Thermal Cycler, Bio-Rad® Miinchen,
Germany). The reaction product was amplified using the GoTagq gPCR Master Mix
(Promega®; Mannheim, Germany) by real time quantitative PCR (ABI 7900HT Real-
Time PCR System-Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). mRNA was quantified
as a relative value compared with an internal reference, GAPDH. The expression
levels were obtained from the cycle threshold (Ct) associated with the exponential

growth of the PCR products. Quantitative values for mMRNA expression were obtained
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by the parameter 272! in which ACt represented the subtraction of the GAPDH Ct
values from the others. Primers used for real time quantitative PCR (amplicons

between 100 - 150 bp) are as follows in Table 1.

Table 1. Primer sequences used for real time guantitative PCR.

Primers Sequence Forward and Reverse (5’ — 3’)

Leptin F: CGTGTGTGAAATGTCATTGATCCT

R: GACACCAAAACCCTCATCAAGAC
Adiponectin F: GGAACTTGTGCAGGTTGGAT

R: CCTTCAGCTCCTGTCATTCC
LPL F: AGTGGCCGAGAGCGAGAAC

R: CCACCTCCGTGTAAATCAAGAAG
HSL F: ACGGATACCGTAGTTTGGTGC

R: TCCAGAAGTGCACATCCAGGT
AdrB3 F: GCTGACTTGGTAGTGGGACTC

R: TAGAAGGAGACGGAGGAGGAG
GLUT4 F: TGATTCTGCTGCCCTTCTGT

R: GGACATTGGACGCTCTCTCT
R F: CCACCAATACGTCATTCACAAC

R: GGGCAGATGTCACAGAATCAA
GAPDH F: CCATCACCATCTTCCAGGAG

R: GTGGTTCACACCCATCACAA

Legend: LPL: Lipoprotein lipase, HSL: Hormone-sensitive lipase, AdrB3: Adrenergic 33 receptor,
GLUT4: Glucose transporter type 4, IR: Insulin receptor, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M) and p<0.05
was considered statistically significant. Analyses to compare multiple groups were
performed by using one and two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test.
Student’s t-test was performed for between-group comparisons when applicable

(Graph pad Prism® 5.0, San Diego, CA, USA).
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Table 2. Metabolic parameters in plasma, food intake and energy expenditure of C57BIl/6 and ACE2™" mice at the age of 3, 6 and 12 months under SD and

HFD.
3 Months 6 Months 12 Months
Standard diet Standard diet High fat diet Standard diet High fat diet
Parameters C57Bl/6 ACE2" C57Bl/6 ACE2" C57Bl/6 ACE2" C57Bl/6 ACE2" C57Bl/6 ACE2"
Triglyceride (mg.dL™) | 36.7+5.7 27.445.1 22.1+1.3 | 16.3x0.6*° | 26.9+2.2 29.0+1.7 33.9+3.3 32.9+7.4 45.8+6.0 44.9+3.9
Cholesterol (mg.dL™) | 63.6+2.7 46.8+2.7% 70.3+4.1° | 55.5+4.9*° | 126.3+4.7 | 140.7+10.2 | 68.1#5.7° | 73.3+12.6° | 173.6+11.1 | 210.3+27.6
NEFA (mmol.L™) 0.33+0.06 | 0.19+0.03" | 0.55+0.05 | 0.38+0.03* | 0.49+0.05 | 0.49+0.05 | 0.48+0.09 | 0.27+0.07® | 0.42+0.04 0.42+0.09
Glucose (mg.dL™) 111.6+5.9 | 111.0¢9.4 | 121.6#8.8° | 103.5¢7.0° | 153.0+9.3 | 165.2+7.8 | 138.849.0° | 130.6+6.6"° | 187.86.7 176.8+6.9
Insulin (ng.mL™) 161.8+7.0 | 161.2#7.0 | 179.2#12.2 | 175.7#4.9 | 238.7#25.8 | 184.1+4.4° | 303.5+6.8 | 301.2#9.2 | 333.0#17.5 | 331.1+17.3
Food intake () 2.38+1.3 2.35+1.5 2.55+1.5 | 1.92+0.69° | 2.29+1.31 | 1.67+0.39° ND ND ND ND
Liquid intake (g) 1.99+1.5 1.80+1.4 1.48+0.9 2.08+1.2° | 1.30+0.83 | 2.34+0.65° ND ND ND ND
Energ;(/kex%mditure 0.48+0.06 | 0.51+0.06° | 0.55+0.06 | 0.49+0.05* | 0.58+0.05 | 0.48+0.03° ND ND ND ND
ca

Each value represents the mean + SEM. ANOVA (one way).

3p<0.05 ACE2™ SD vs C57BI/6 SD.
®p<0.05 ACE2™ SD vs ACE2" HFD.

°p<0.05 C57BI/6 SD vs C57BI/6 HFD.
9p<0.05 ACE2™" HFD vs C57BI/6 HFD.

ND: not defined
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Figure 1. (A) Body Weight; (B) Total fat; (C) White adipose tissue (WAT) index of
C57BI/6 and ACE2™Y mice at the age of 3, 6 and 12 months under SD and HFD; and
(D) white adipocyte diameter of C57BI/6 and ACE2™ mice at the age of 6 months
under SD and HFD. Each bar graph represents the mean + SEM. ANOVA (one way):

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 KO vs WT.

Figure 2. (A) Lipolysis in vivo; (B) Lipolysis in vitro; (C, D, E and F) Levels of
triglycerides (TG), total cholesterol (TCOL), non-esterified fatty acids (NEFA) and
adiponectin, respectively evaluated during lipolysis in vivo; (G) Relative expression of
lipoprotein lipase (LPL) in WAT; (H) Relative expression of Adr83 receptor in WAT; (I)
Relative expression of HSL in white adipose tissue (WAT); (J) Relative expression of
Adiponectin in WAT (K) Adiponectin levels in plasma; (L) Relative expression of
Leptin in WAT: (M) Leptin levels in plasma of C57BI/6 and ACE2™ mice at the age of
6 and 12 months under SD and HFD. Each point on the graph represents the mean +
SEM. ANOVA (two ways): **p<0.01; ***p<0.001 KO vs WT. Each bar graph
represents the mean £+ SEM. ANOVA (one way): *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001 KO

vs WT.

Figure 3. Glucose Tolerance and area under the curve (AUC) of C57BI/6 and ACE2
¥ mice at the age of 3 (A), 6 (B) and 12 (C) months under ND and HFD. Insulin
Tolerance and AUC of C57BI/6 and ACE2™ mice at the age of 3 (D), 6 (E) and 12 (F)
months under SD and HFD. (G and H) Insulin receptor (IR) mRNA expression in
white adipose tissue (WAT) and Muscle, respectively, and (I and J) Glucose
transporter type 4 (GLUT4) mRNA expression in WAT and Muscle, respectively in 6-
month-old animals under SD and HFD. Each point on the graph represents the

mean + SEM. ANOVA (two ways): *p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001 KO vs WT. Each
23



bar graph represents the mean + SEM. ANOVA (one way): *p<0.05; **p<0.01; KO vs

WT.
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Figure 3
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Abstract

Context & Aims: Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) regulates the relative abundance of
angiotensin peptides and, therefore, represents an important component of the renin-angiotensin
system. Since angiotensin peptides have been shown to be involved in hepatic steatosis, we aimed to
evaluate the hepatic lipid profile in ACE2-deficient (ACE2™) mice. Methods: Male C57BL/6 and
ACE2™" mice were analyzed at the age of 3 and 6 months for alterations in the lipid profiles of blood
and liver and for hepatic steatosis. Results: ACE2” mice showed lower body weight and white
adipose tissue at all ages investigated. Moreover, these mice had lower levels of total cholesterol,
triglycerides, and non-esterified fatty acids in plasma. Strikingly, ACE2”™ mice showed high
deposition of lipids in the liver. Concurrently, these mice exhibited an increase in hepatic oxidative
stress, evidenced by increased lipid peroxidation and mRNA and protein expression for Uncoupling
protein 2 (UCP2), and downregulation of sirtuinl. ACE2™ mice also showed impairments in glucose
metabolism and insulin signaling in the liver. Conclusions: We demonstrate here for the first time

that deletion of ACE2 interferes with lipid homeostasis, leading to lipodystrophy and steatosis.
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INTRODUCTION

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), a metabolic disorder of increasing clinical
importance with different pathological presentations varying from initial hepatic steatosis, through
non-alcoholic steatohepatitis, to fibrosis and cirrhosis, has been considered a novel component of the
metabolic syndrome (MetS) [1, 2]. MetS is characterized by a cluster of cardiovascular and metabolic
disorders, including central obesity, insulin resistance, glucose intolerance, dyslipidemia, and
hypertension [1, 2]. The renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in the pathogenesis
of MetS and NAFLD. The “classical arm” (angiotensin converting enzyme/angiotensin 11/AT1
receptor [ACE/Angll/AT1]) promotes the disease, whereas the “protective arm” (angiotensin
converting enzyme 2/angiotensin-(1-7)/Mas receptor [ACE2/Ang-(1-7)/Mas]) counteracts it [1, 2]. Of
particular importance in the balance between the classical and the protective arm of the RAS is ACE2,
an enzyme which hydrolyzes a vasoconstrictor/pro-inflammatory molecule, Angll, into a
vasodilator/anti-inflammatory peptide, Ang-(1-7) [1].

Metabolic studies demonstrated an important role of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas pathway in the
maintenance of homeostasis [3, 4]. Mice deficient for Mas presented dyslipidemia and hyperglycemia
[5, 6]. Moreover, rats overexpressing Ang-(1-7) showed an improvement in glucose tolerance and
insulin sensitivity, and also exhibited decreased triglycerides, cholesterol and abdominal fat mass [7-
9]. Treatment of diabetic rats with an oral formulation of Ang-(1-7) resulted in drastic reductions in
glycemia and an increase in insulin sensitivity [10]. The genetic deletion of ACE2 leads to endothelial
dysfunction and redox imbalance in mice (Rabelo et al. unpublished data), also implying insulin
resistance under high fat conditions [11]. Interestingly, ACE2 is not only a protease which
metabolizes peptides, such as Angll, apelin, and des-Arg9 bradykinin [12], but is also involved in the
resorption of large amino acids from the gut [13, 14]. Accordingly, ACE2 deletion leads to defects in
amino acid uptake and intestinal inflammation, but effects on lipid metabolism have not yet been

reported.
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Angll has been shown to cause NAFLD [15], whereas Ang-(1-7) elicits opposite effects [16,

17]. Accordingly, both, ACE inhibitors and AT1 antagonists protect from fatty liver and fibrosis [18],

©CoO~NOUTA,WNPE

and recombinant ACE2 has beneficial effects on liver fibrosis under diabetic conditions in mice [8].

11 Reactive oxygen species (ROS) are crucial mediators of angiotensin peptide actions, since
13 Angll promotes their generation and Ang-(1-7) reduces oxidative stress [19]. ROS are chronically
15 elevated in NAFLD and contribute to the pathogenesis of the disease [20]. However, it is still
17 unknown whether ACE2 plays a role in this liver disorder. Taking in consideration the important role
of angiotensins and ROS in the development of NAFLD, we aimed to investigate the hepatic lipid
profile in ACE2-deficient mice in which the relative abundance of Angll and Ang-(1-7) is distorted.
24 Indeed, we found that the deletion of ACE2 causes, besides hepatic steatosis, impairment in insulin

26 signaling and glucose metabolism in the liver.
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METHODS

Animals and experimental procedures

C57BL/6 (WT) and ACE2-deficient (ACE2™) male mice on C57BL/6 genetic background [4]
at 3 and 6 months of age were used in this study. All experiments were performed in accordance with
the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH publication 86-23, 1996). The mice
were kept in a 12-hour light/dark cycle, with controlled humidity and temperature environment and

fed ad libitum.

Euthanasia and organ collection

After intraperitoneal (i.p) anesthesia using a xylazine/ketamine solution (10/110, mg.kg™), the
animals were sacrificed by exsanguination through cardiac puncture of the right ventricle. The whole
blood was collected, centrifuged (4,000rpm for 10 min), and the plasma was separated and stored at -
80°C until biochemical analyses were performed. The animals were perfused with heparinized saline
and, in sequence, the liver and white adipose tissue (WAT) were carefully removed, weighed,
immediately frozen in dry ice and stored at -80°C until quantitative PCR, western blot and the other
analyses were performed. WAT index was calculated using the following formula: WAT index (%) =

{(Epididymal fat + Perirenal fat)/(Body Weight)}*100.

Biochemical analyses

A Wako NEFA kit was used to measure plasma and liver NEFA concentrations (Wako
Chemicals GmbH®, Neuss, Germany). The total cholesterol (TCOL) and triglycerides (TG) levels
were assayed with commercials kits (Labtest®, Belo Horizonte, Brazil), following the manufacturers’
instructions with adaptations for microplates. All measurements were performed with a TECAN®

Infinite 200 PRO plate reader (Mannedorf, Switzerland).

Evaluation of liver injury
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Liver injury (the degree of hepatocellular damage) was assessed by measuring the enzymatic
activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in plasma with

commercial kits (Labtest®, Belo Horizonte, Brazil).

Liver and fecal lipids analysis

The total hepatic and fecal lipids were extracted according to a gravimetric standard method
[21]. Total lipids were measured by weighing the samples on an analytical balance after extraction,
being normalized by the mass of faeces used for extraction. After this, the total lipids were diluted in
isopropanol and measured by commercial kits for TCOL, TG (Labtest®, Belo Horizonte, Brazil), and

NEFA (Wako Chemicals GmbH®, Neuss, Germany).

Liver and WAT histological analysis

Small fragments of liver and WAT were fixed in 4% buffered formaldehyde, embedded in
paraffin and sectioned at 3um and 10um, respectively. WAT was stained with H&E in order to
determine adipocyte diameters. The lipid deposition in the liver was analyzed indirectly by
immunofluorescence staining for adipophilin. In brief, sections were deparaffinized, rehydrated and
boiled in citrate buffer, pH 7, for 20 min in a vegetable steamer. The sections were incubated with an
antibody against adipophilin (1:500, Fitzgerald, Acton USA) overnight at 4°C. The sections were then
incubated with a secondary antibody conjugated with Cy3 (1:300) and coverslipped using the
mounting medium “Vectashild with DAPI-Hard set” (Vector Lab). The sections were observed under
a Keyence® microscope (BZ 9000, Osaka, Japan). Digital photographs were taken from each section,
adipocyte diameter and adipophilin expression were quantified using the “BZ 1l Analyzer” image

processing software (Keyence BZ 9000 Software, Osaka, Japan).

Lipid peroxidation measurement in the liver
The hepatic lipid peroxidation was quantified by measuring the ThioBarbituric Acid-Reactive

Substances (TBARS), a marker of oxidative stress which was assayed by malondialdenyde (MDA) in
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liver homogenates as described [22]. Absorbance was read at 532 nm (TECAN® Infinite 200 PRO

plate reader, Mannedorf, Switzerland) and normalized to protein concentration [23].

Gluconeogenesis

Gluconeogenesis was evaluated by the pyruvate test. It was performed after 16 hours
overnight fast. The animals were weighed and blood was collected from the tail vein for measuring
glucose before the injection of 2g sodium pyruvate.kg™ (i.p) (Sodium Pyruvate, Sigma-Aldrich®,
Seelze, Germany). After injection, the glucose levels were measured at 15, 30, 60, 90, and 120

minutes.

Real time quantitative PCR

Total RNA was isolated from liver using Trizol (TRizol® Reagent, Invitrogen, Darmstadt,
Germany) and subsequently cleaned using RNeasy Mini kit (Qiagem, Hilden, Germany). RNA
concentration was quantified using spectrophotometry (NanoDrop®, Miinchen, Germany) and 1 pg
was taken for the synthesis of cDNA using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). The reaction
product was amplified using the GoTaq gPCR Master Mix (Promega®; Mannheim, Germany) by real
time quantitative PCR (ABI 7900HT Real-Time PCR System-Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany) with gene-specific primers (Table 1). The mRNA expression level was quantified by

normalization to the internal reference, GAPDH, using the 27 method [24].

Western Blotting

For Western blotting, proteins were isolated using a lysis buffer (Cell Signaling Technology®,
Beverly, MA) containing mammalian protease and phosphatase inhibitor cocktail (Roche®,
Mannheim, Germany), and quantified by Bradford assay [25]. The proteins were separated by
electrophoresis, transferred to a Polyvinylidene fluoride membrane, which was blocked by incubation
in Odyssey® blocking buffer (Li-COR®, Biosciences, Lincoln, USA) for 1h at room temperature (RT).

Thereafter, the membrane was probed (overnight, 4°C) with one of the following primary antibodies:
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UCP2 (1:500), Sirtuin1 (1:1,000), o-IRS-1(1:1,000), PI3-K (1:500), AKT (1:1,000), phospho-GSK 3p

(1:1,000) and GSK 3 (1:1,000) followed by incubation with a secondary antibody for 1h at RT. Band
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intensities were acquired and quantified using the Odyssey® infrared imaging system (Li-COR®,
11 Biosciences, Lincoln, USA). The membrane was stripped and re-probed with B-actin (1:1,000)

13 antibody to obtain an endogenous control for protein quantification.

17 Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard error of the mean (S.E.M). Student’s t-test was
performed for the between-group comparisons (Graph pad Prism® 5.0, San Diego, CA, USA). The
24 hepatic gluconeogenesis test was analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test.

26 p<0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

ACE2 deficiency decreases body weight and changes the plasma lipid profile

To reveal the role of ACE2 in fat metabolism, we evaluated body (BW) and white adipose
tissue (WAT) weight and plasma lipid profile in ACE2™" mice. These animals showed lower BW and
WAT index at 3 and 6 months of age compared to WT mice (Figure 1A-B)and a decrease in white
adipocyte diameter (Figure 1C). The reduction of BW and WAT index were accompanied by
decreased lipids in plasma: in 3 and 6 month-old mice, the levels of NEFA in plasma were
significantly lower, and at 6 months of age also TCOL and TG were reduced in ACE2" mice

compared to WT animals (Figure 1D-F).

ACE2 deficiency leads to hepatic steatosis and oxidative stress

As ACE2" mice develop intestinal dysfunction [26], we investigated whether the missing
plasma lipids were released to the faeces in 6-month-old mice. The results showed that there were no
significant differences in total lipids, TCOL, TG, and NEFA levels between WT and ACE2” mice
(Figure 1G-J). However, when we investigated ectopic fat deposition, we identified lipid
accumulation in the liver. Immunofluorescence staining for adipophilin, a lipid droplet-associated
protein, showed a higher fat deposition in ACE2” mice at 6 months of age compared to WT (Figure
2A-B). These data indicate that ACE2™ mice present a steatotic state.

We next quantified the liver lipids in ACE2™” mice. Although these animals showed no
difference in relative liver weight (Figure 2C), they stored increased levels of TCOL, TG, and NEFA
in the liver at the age of 3 months, and of TG and NEFA at the age of 6 months compared to WT
(Figure 2D-F). Plasma ALT was significantly increased in ACE2™” mice at both ages (Figure 2G), and
plasma AST was also significantly increased in 6 months old ACE2” mice (Figure 2H), confirming
liver injury in these animals.

Expression analysis of genes, involved in lipid metabolism in the liver showed that ACE2"

mice have significantly more mRNA for fatty acid translocase (CD36), but the levels of MRNA for

10
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peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARYy), adipocyte protein 2 (aP2), and fatty acid
synthase (FAS) in the liver were not different between ACE2” and WT mice (Figure 3).

ACE2" mice showed increased hepatic lipid peroxidation at the age of 3, but not 6 months
(Figure 4A). In addition, the expression of the mitochondrial uncoupling protein 2 (UCP2) was
significantly higher in ACE2™ mice compared to WT at mRNA (Figure 4B) and protein levels at both
ages (Figure 4C), suggesting that the steatosis is accompanied by oxidative stress. The levels of
sirtuinl were significantly decreased in liver of 6 but not 3 months old ACE2™ mice compared to WT

(Figure 4D).

ACE2 deficiency leads to impaired insulin signaling in the liver

As steatosis is often associated with insulin resistance [25], we investigated glucose
metabolism and insulin signaling in the liver of ACE2™” mice. The liver of ACE2™” mice showed
severe impairment in insulin signaling and glucose handling. Whereas the hepatic capacity of glucose
production from pyruvate was not altered in these mice (Figure 5A), several genes involved in
glucose metabolism were dysregulated. ACE2” mice presented a reduction in the relative expression
of glucokinase (GCK) and of glucose transporter type 2 (GLUT2), and increased levels of expression
of glucose 6-phosphatase (G6Pase) and phosphoenolpyruvate carboxykinase subtype 2 (PCK2). The
other subtype, PCK1, and the insulin receptor were however not differentially expressed between the
groups (Figure 5B). Moreover, ACE2™ mice presented a significant decrease in proteins involved in
glycolysis, such as insulin receptor substrate-1 (aIRS-1), phosphatidyl inositol-3 kinase (P13-K) and
AKT compared to WT (Figure 5C-E). Furthermore, GSK 3B and phosphorylated GSK 33 were
decreased in ACE2” mice (Figure 5F-G). However, GSK 3B/phosphorylated GSK 3 ratio was not

different between groups (Figure 5H).

DISCUSSION
The major findings of the present study are that the deletion of ACE2 causes paradoxical

metabolic effects: on the one hand, it results in a markedly diminished BW and WAT. On the other

11
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hand, it leads to the development of steatosis and insulin resistance in the liver. Evidence for this
disorder includes an increased amount of adipophilin-containing vesicles in hepatocytes (Figure 2A-
B), augmented lipids in the liver (Figure 2D-F), and an accumulation of liver enzymes in plasma as
indication of liver injury (Figure 2G-H). The decrease of WAT index, adipocyte diameter (Figure
1B-C) and plasma lipids (Figure 1D-F) associated with the normal faecal lipid excretion (Figure 1G-
J), suggested an increased uptake of fatty acids by the liver as primary cause for the NAFLD
observed in ACE2™ mice. Indeed, CD36, the fatty acid translocase, is upregulated in mice lacking
ACE2 (Figure 3). It has been shown that the upregulation of CD36 in the liver is associated with
increased steatosis in NAFLD patients [16] and CD36” mice are resistant to alcohol and high-
carbohydrate-induced hepatic steatosis [27]. The increase in CD36 may be caused by the decreased
expression of sirtuinl in ACE2” mice (Figure 4D), as it was observed in heterozygous sirtuinl-
deficient mice [28-30]. In addition, Cao and collaborators [31] showed that the deletion of
hepatocyte-specific menin causes steatosis in aging mice by decreasing the levels of sirtuinl in the
liver and upregulation of CD36. Angll has been shown to downregulate sirtuinl in other cell types
[32] and Ang-(1-7) exhibit the opposite effect in liver cells [33]. Thus, a downregulation of this
translocase can be expected from the imbalance between the two peptides in ACE2™ mice.
Interestingly, it has recently been shown that sirtuinl can vice versa regulate ACE2 expression [34].
Increase in cytosolic fatty acids leads to mitochondrial damage and the production of reactive
oxygen species (ROS) [35]. Moreover, hepatic sirtuinl deficiency in mice induces oxidative liver
damage [36]. Indeed, we observed increased lipid peroxidation and UCP2 expression as oxidative
markers also in the liver of ACE2” mice, suggesting that steatosis is accompanied by elevated
oxidative stress in these animals. UCP2, a mitochondrial anion carrier protein, plays a key role as a
moderator of ROS production during hepatic metabolism. Accordingly, UCP2” mice showed
increased ROS formation [37]. In ACE2™ mice, an increase in intracellular lipids in the liver may
lead to a mitochondria overload, followed by an increase in ROS production during the f-oxidation
of lipids, which in turn stimulates the expression of UCP2 to combat this imbalance. These data

suggest that the increased expression of this uncoupling protein could be an - insufficient - defense

12
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mechanism in the attempt to prevent the progression of steatosis in ACE2™ mice [38]. We cannot
exclude that Angll-induced oxidative stress may be a primary cause of liver steatosis in ACE2™
mice, which is not compensated by Ang-(1-7) in these animals [39].

As already described in other mouse models and patients [40], the high lipid deposition in the
liver of ACE2™ mice resulted in impaired insulin signaling and glucose metabolism. Although these
animals showed normal glucose production from pyruvate, changes in the expression of important
genes for glucose metabolism, such as GCK, G6Pase, PCK2, and GLUT2, suggest that, as a result of
steatosis, glycolysis could be impaired. Furthermore, the decrease in IRS-1, PI3-K, AKT, and GSK3f
pathway confirms that insulin signaling is impaired in the liver of ACE2™ mice.

Experimental evidence indicates that RAS signaling plays a critical role in the metabolism of
fat in the liver. ACE-deficient mice show a pronounced increase in expression of key genes involved
in lipolysis and fatty acid oxidation in the liver, such as lipoprotein lipase, carnitine palmitoyl
transferase and long-chain acetyl CoA dehydrogenase. This suggests an increase in fatty acid
hydrolysis and p-oxidation, which could prevent an accumulation of lipids in the liver and might be
due to the absence of Angll in these knockout animals [41]. On the other hand, ACE2-deficient mice
have increased levels of Angll which is known to contribute to the development of steatosis and
insulin resistance [42]. AT1 receptor activation leads to steatosis via decreased UCP2 in a rat model
with metabolic syndrome [43], and the deletion of AT1 receptor reduces hepatic steatosis [41].
Moreover, it has been shown that the oral treatment with Ang-(1-7) prevents HFD—induced steatosis
[44], and that the deletion of Mas in ApoE-deficient mice leads to an increased hepatic lipid content
[45]. Taken together, this large body of experimental evidence and our results show that a balanced
activity of the two axes of the RAS, ACE/Angll/AT1 and ACE2/Ang-(1-7)/Mas, is essential to
metabolize fat for energy maintenance in the liver without inducing steatosis. ACE2 is the key
enzyme in this balance and maybe a central regulator of liver homeostasis since it is also upregulated

in cirrhosis in rats and humans [8].

13



©CoO~NOUTA,WNPE

The observed BW reduction in ACE2-deficient mice confirms the findings of Singer et al.
[7], who link it to the defective amino acid absorption in the gut of these animals. However, the
reduction in WAT by the mechanism described in our study may also contribute to this phenotype.

In sum, ACE2 deletion decreases sirtuinl expression and increases CD36 expression, as well
fat deposition in the liver leading to NAFLD, oxidative stress, and impaired insulin signaling.
Therefore, ACE2-deficient mice provide a suitable model for assessing the pathophysiological
relevance of NAFLD and represent an excellent tool to investigate new therapeutic strategies for
MetS. It is important to note that this might or might not be an intrinsic feature of the RAS, since

ACE?2 is a multifunctional enzyme, whose actions are not yet fully explored.
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Angiotensin converting enzyme: ACE

Angiotensin converting enzyme 2: ACE2

Alanine aminotransferase: ALT

Angiotensin-(1-7): Ang-(1-7)

Angiotensin 11: Angll
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AT1 receptor: AT1
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Cluster of Differentiation 36 (fatty acid translocase): CD36
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Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase: GAPDH
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Glucose transporter type 2: GLUT?2

Glycogen synthase kinase: GSK
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High fat diet: HFD

Insulin receptor: IR

Insulin receptor substrate: IRS
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Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1: PCK1
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2: PCK2
Phosphatidyl inositol-3 kinase: PI13-K

Peroxisome proliferator-activated receptor y: PPARy
Renin-angiotensin system: RAS

Reactive oxygen species: ROS

ThioBarbituric Acid-Reactive Substances: TBARS
Total cholesterol: TCOL

Triglycerides: TG

Uncoupling protein 2: UCP2

White adipose tissue: WAT
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Legends

Figure 1. Body weight, WAT index and lipid profile in ACE2™” mice. (A) Body Weight (g); (B)
WAT index (%) of WT and ACE2™ mice at the age of 3 and 6 months; (C) White adipocyte
diameter (um); (D) Total cholesterol (mg.dL™), (E) Triglycerides, (mg.dL™), (F) Non-esterified fatty
acids (NEFA) (mmol.L™) in plasma of WT and ACE2™ mice at the age of 3 and 6 months; (G) Total
lipids (g.g™ of faeces), (H) Total cholesterol (mg.g™ of faeces), (1) Triglycerides (mg.g of faeces™),
(J) NEFA (mmol.g of faeces™) in faeces of WT and ACE2” mice at the age of 6 months. Each bar

graph represents the mean £ SEM.. Student’s t test: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 2. Hepatic steatosis and liver function of ACE2™" mice (A) Immunofluorescence staining
for adipophilin in the liver; (B) Adipophilin quantification (% area/view field); (C) Relative liver
weight (%); (D) Cholesterol in liver (mg.g™ of liver); (E) Triglycerides in liver (mg.g™ of liver); (F)
Non-esterified fatty acids (NEFA) in liver (mmol.g™ of liver); (G) Alanine aminotransferase (ALT)
in plasma (U.L™); (H) Aspartate aminotransferase (AST) in plasma (U.L™) of WT and ACE2”Y mice
at the age of 3 and 6 months. Each bar graph represents the mean + SEM. Student’s t test: *p<0.05;

**p<0.01; ***p<0.001.

Figure 3. Relative expression of genes involved in the lipolytic pathway in the liver (fatty acid
translocase, CD36; Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARYy; adipocyte Protein 2,
aP2; and Fatty Acid Synthase, FAS) (arbitrary units) of C5WTand ACE2™ mice at the age of 6

months. Each bar graph represents the mean + SEM. Student’s t test: **p<0.01.

Figure 4. Markers of redox and lipid state in liver (A) Malondialdehyde (MDA) in liver (nM.mg
Protein™®); (B) Relative mRNA and (C) protein expression of Uncoupling protein 2 (UCP2) in the

liver (arbitrary units); (D) Sirtuinl protein expression in the liver (arbitrary units) of WT and ACE2"
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mice at the age of 3 and 6 months. Each bar graph represents the mean £ SEM. Student’s t test:

*p<0.05; ***p<0.001.

©CoO~NOUTA,WNPE

11 Figure 5. Hepatic glucose metabolism (A) Evaluation of hepatic gluconeogenesis stimulated by
13 intraperitoneal injection of pyruvate and Area Under the Curve of the test (AUC); . (B) Relative
15 expression of glycolytic genes in the liver (Glucokinase, GCK; Glucose 6-phosphatase, G6Pase;
17 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 and 2, PCK; Insulin receptor, IR; and Glucose transporter type
2, GLUT2) (arbitrary units); (C) a-Insulin Receptor Substrate-1 (aIRS) protein expression in the liver
(arbitrary units); (D) Phosphatidyl inositol-3 kinase (P13-K) protein expression in the liver (arbitrary
24 units); (E) AKT protein expression in the liver (arbitrary units); (F) Glycogen synthase kinase (GSK)
26 3B in the liver (arbitrary units); (G) Phospho-GSK 3B in the liver (arbitrary units); (H) GSK
28 3B/Phospho-GSK 3P in the liver (arbitrary units) of WT and ACE2” mice at the age of 6 months.

30 Data are presented as mean + SEM. Student’s t test: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Table 1. Primer sequences used for real time quantitative PCR.

Primers Sequence Forward and Reverse (5" — 3")

F: GTTGAGGATGGTGTCCACGTAC
a2 R: GTATGCCATGTGTGACCGGAG

F: CATGTAGGAAATGTGGAAGCGA
D30 R: TCTTCCAGCCAATGCCTTTG

F: GAGGACACTCAAGTGGCTGA
FAS R: GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT

F: GACTGTGGGCATCAATCTCC
GoPase R: ACAGGTGACAGGGAACTGCT
GAPDH F: CCATCACCATCTTCCAGGAG

R: GTGGTTCACACCCATCACAA

F: GGATGCAGAAGGAGATGGAC
GeK R: GCATCACCCTGAAGTTGGTT

F: CAGTGTCTGCTACTGCTCTTCTG
GLUT R: GAGACCTTCTGCTCAGTCGATG

F: CCACCAATACGTCATTCACAAC
R R: GGGCAGATGTCACAGAATCAA

F: CCGTCTGGCTAAGGAGGAA
PeKi R: GGGCATCAAACTTCATCCAG

F: GGCTGGAAAGTGGAGTGTGT
Pk R: AGTACACACCGCCATCACTG
PPARy F: TCAGCTCTGTGGACCTCTCC

R: ACCCTTGCATCCTTCACAAG

F: GCATTGGCCTCTACGACTCT
uer2 R: GTCCTGGTATCTCCGACCAC

aP2: adipocyte Protein 2 (fatty acid binding protein); CD36: Cluster of Differentiation 36 (fatty acid
translocase); FAS: Fatty Acid Synthase; G6Pase: Glucose 6-phosphatase; GAPDH: Glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase; GCK: Glucokinase; GLUT2: Glucose transporter type 2; IR: Insulin
receptor; PCK1: Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1; PCK2: Phosphoenolpyruvate carboxykinase

2; PPARYy: Peroxisome proliferator-activated receptor y; UCP2: Uncoupling protein 2.
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5 CAPITULO 2 — Avaliagbes metabdlicas em camundongos com dele¢do génica
dupla para Apolipoproteina E e a Enzima Conversora de Angiontensina 2 (ApoE-
ECA2™)

Os resultados desta Tese envolvem tanto o knockout para a ECA2™ quanto o duplo
knockout para a ApoE e ECA2” (ApoE-ECA2™). Os resultados referentes ao ECA2™Y
foram apresentados no Capitulo 1 como artigos (submetido ao periédico Diabetes,
Obesity and Metabolism e um outro a ser submetido no The Journal of Clinical
Investigation, respectivamente). Entretanto, os achados referentes ao duplo knockout
serdo apresentados neste Capitulo como ainda ndo enviados para publicacdo, uma vez
que o artigo estd em processo de escrita. Somando-se a isso, os dados foram,
conjuntamente, apresentados sob a forma de relatério ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), uma vez que o projeto foi aprovado
no Edital “PROGRAMA CONJUNTO DE BOLSAS DE DOUTORADO na Republica
Federal da Alemanha 2012/2013- DAAD - CAPES — CNPqg”. O mesmo foi executado
durante o “Doutorado Sanduiche” na Instituicdo Max Delbriick Center for Molecular
Medicine (MDC) Berlin-Buch.
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5.1. Metodologia

5.1.1 Delineamento experimental e desenvolvimento do duplo knockout
/-
Utilizou-se camundongos machos C57BI/6, ApoE (provenientes do MDC-Berlin

Facility) e ECAZ_/y (gentilmente doados pelo Prof Josef Penninger) jovens (com idade
variando entre 30-32 semanas).

Os animais foram mantidos em condi¢gbes padrao de experimentagdo animal,
onde tiveram livre acesso a agua e alimentacao ad libitum, ambiente com ciclo de
luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00 h), temperatura variando entre 21 + 2°C e
condicOes adequadas de higienizacdo. O projeto foi realizado de acordo com o ““Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH publication 86—23, 1996).

-/
Para geracdo do camundongo duplo knockout (ApoE_ECAZ2 y), linhagens

o . -I- -ly - . . ~

individuais de ApoE e ECA2 foram retrocruzadas por 10 geracOes. A identificacao
genética foi confirmada pela genotipagem de cauda de cada geracado. Utilizou-se o
software “PyRat® para gerenciamento das geracdes decorrentes. Para os “set’

experimentais, os animais foram divididos em quatro grupos contendo, no minimo, 5

- -/ -/
animais por grupo experimental: C57BIl/6, ApoE ECA2 ’ e ApoE_ECA2 y.

5.1.2 Peso corporal e glicemia de jejum

Avaliou-se 0 peso corporal dos animais em balanca semi-analitica (0,001 g;
Shimatzu®). Os niveis de glicose foram determinados pela leitura no aparelho “Optium
Xceed” (Abbott®). Para tanto, os animais foram mantidos em jejum noturno de 12 horas
e em seguida submetidos a coleta de sangue a partir da veia caudal, ap6és um pequeno

corte na ponta da cauda do animal.

5.1.3 Avaliacéo datolerancia a glicose, sensibilidade a insulina e gliconeogénese
Apos restricdo alimentar noturna de 12 horas, o teste de tolerancia a glicose foi
realizado. Ap6s a aplicacéo intraperitoneal de 2 g de glicose.kg™ de peso corporal.

Coletou-se uma gota de sangue (veia caudal) para verificagdo da glicemia no momento
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anterior a aplicacdo (glicemia de jejum) e apés a aplicacdo do carboidrato, de forma
temporal, nos intervalos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos (MOLNAR et al., 2005). O
aparelho utilizado para leitura glicémica foi o “Optium Xceed” (Abbott®).

Para a realizacdo do teste de sensibilidade a insulina, os animais foram mantidos
no estado alimentado e na sequéncia foi aplicado intraperitoneal 0,75 U de insulina.kg™
de peso corpéreo (acdo rapida; Humulin®; Lilly, Indiandpolis, EUA). Os niveis de
glicose foram avaliados, assim como no teste supracitado, no momento anterior a
aplicacao e de forma temporal nos intervalos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos (MOLNAR
et al., 2005).

Para avaliacdo da capacidade glioneogénica do figado a partir do piruvato, 0s
animais foram mantidos em restricdo alimentar de 16 horas e o teste foi realizado pela
aplicacdo intraperitoneal de 2 g de piruvato.kg™ de peso corporal. A mensuracdo dos
niveis de glicose foi semelhante a descrita anteriormente para a avaliacdo da tolerancia

a glicose.

5.1.4 Sacrificio animal e coleta dos 6rgéaos

Apés jejum noturno de 12 horas, os animais foram anestesiados com
ketamina/xilasina (110/10 mg/kg; i.p.) e, em seguida, sacrificados por puncado cardiaca.
O fluido sanguineo coletado durante este processo foi transferido para tubos tipo
“‘eppendorf” de 1,5 mL heparinizados (25 Ul/mL). Em seguida, o material bioldgico foi
centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos a 4 °C, objetivando-se a separacao do plasma
e do componente eritrocitario para posteriores analises. O tecido adiposo branco
epididimal foi retirado e pesado em balanca semi-analitica (0,001 g; Shimatzu®) para
avaliacdo do acumulo de gordura. O figado foi retirado para avaliagcdo do acumulo de
gordura hepatica. As amostras foram estocadas juntamente com o0 plasma e o

componente eritrocitario, em freezer -86 °C para analises posteriores.

5.1.5 Perfil lipidico plasmatico.

Os niveis de colesterol total e triglicerideos foram mensurados através de Kit
comercial (Labtest®, Belo Horizonte, Brasil), e os niveis de &cidos graxos livres pelo Kit
comercial da Wako Chemicals (GmbH®, Neuss, Alemanha), métodos enzimatico
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colorimétrico, adaptado para microplaca, observando-se as recomendacbes do

fabricante.

5.1.6 Avaliagao da fungao e lesao hepatica
A funcdo e lesdo hepética foram mensuradas pela dosagem da atividade
plasmatica das enzimas alanina aminotrasnferase (ALT) e aspartato aminotrasnferase

(AST) através de Kits comerciais (Labtest®, Belo Horizonte, Brasil).

5.1.7 AvaliacOes hepéaticas

Apds a pesagem do figado total, procedeu-se um corte longitudinal de
aproximadamente 5 mm de espessura no Iébulo direito destinado a andlise histologica.
Os fragmentos hepéticos foram fixados por imersdo em formaldeido 4%. As amostras
foram incluidas em parafina e em seguida, seccionadas tendo-se 3 ym como padrao
para a espessura de corte. A ocorréncia de deposicao lipidica foi investigada pela
coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E). As secgbes para cada animal foram
examinadas em microscépio (Biorevo® BZ-9000; Keyence, Itasca, Alemanha),

fotografadas e analisadas.
5.1.8 Avaliagbes moleculares

5.1.8.1 Andlise da expressdo génica por reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real (PCR em tempo real)

Objetivando-se a identificacdo de genes relacionados ao metabolismo e funcéo
cardiovascular nestes animais duplo knockout, investigou-se a expressao génica no
tecido adiposo e hepatico pela reacdo em cadeia da polimerase gquantitativa em tempo
real. Para tanto, procedeu-se a extracdo de RNA (TRizol® Reagent, Darmstadt,
Alemanha) e limpeza deste (RNeasy Mini kit, Qiagem, Hilden, Alemanha). Na
sequéncia, realizou-se a sintese de cDNA a partir de 1 yg de RNA nos tecidos
supracitados (Reverse Transcriptase — Invitrogen®). O produto da reacdo foi
quantificado usando o GoTaq qPCR Master Mix (Promega®; Mannheim, Alemanha) por

reagcdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (Real time qPCR) (ABI
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7900HT Real-Time PCR System-Applied Biosystems, Darmstadt, Alemanha). Este
nucleotideo foi mensurado como valor relativo comparado com uma referéncia interna,
0 GAPDH. Os valores quantitativos de expressédo de RNA foram obtidos pelo parametro
278ACt Os “primers” utilizados (amplicons entre 100 - 150 pares de base) foram os que

seguem na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de “primers” utilizados.

Primers Sequénica Forward e Reverse (5" - 3’)

UCP2 F: GCATTGGCCTCTACGACTCT

R: GTCCTGGTATCTCCGACCAC
GCK F: GGATGCAGAAGGAGATGGAC

R: GCATCACCCTGAAGTTGGTT
G6Pase F: GACTGTGGGCATCAATCTCC

R: ACAGGTGACAGGGAACTGCT
CD36 F: CATGTAGGAAATGTGGAAGCGA

R: TCTTCCAGCCAATGCCTTTG
PCK1 F: CCGTCTGGCTAAGGAGGAA

R: GGGCATCAAACTTCATCCAG
PCK2 F: GGCTGGAAAGTGGAGTGTGT

R: AGTACACACCGCCATCACTG
ap? F: GTTGAGGATGGTGTCCACGTAC

R: GTATGCCATGTGTGACCGGAG
GAPDH F: CCATCACCATCTTCCAGGAG

R: GTGGTTCACACCCATCACAA

Legend: UCP2: Proteina desacopladora 2, GCK: Glicoquinase, G6Pase: Glicose 6-fosfatase, CD36: Cluster de Differenciacao 36
(translocase de &cido graxo), PCK1: Fosfoenolpiruvato carboxigyinase 1, PCK2: Fosfoenolpiruvato carboxigyinase 2, aP2: Proteina
do adipdcito 2 (proteina de ligagéo dos acidos graxos), GAPDH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

5.1.8.2 Analise de proteinas por Western Blot

Avaliou-se a expressao de proteinas relacionadas ao perfil glicémico, lipidico e
estresse oxidativo no tecido hepético e adrtico pela técnica de Western Blot, utilizando-
se anticorpos especificos para cada proteina. Suscintamente, as proteinas foram
isoladas usando um tampé&o de lise celular (Cell Signaling Technology®, Beverly, MA)
contendo coquetel de inibidores de proteases e fosfatases. (Roche®, Mannheim,
Alemanha), e quantificadas pelo método de Bradford (1976). As proteinas foram
separadas por eletroforese, transferidas para uma membrana de polivinilidene (PVDF).
Na sequéncia, bloqueou-se e incubou-se com o anticorpo primario (overnight, 4°C).
Apoés lavagens sucessivas, incubou-se com o anticorpo secundario (1:10.000) por 1
hora a temperatura ambiente. As proteinas foram quantificadas usando o equipamento

Odyssey® infrared imaging system (Li-COR®, Biosciences, Lincoln, USA). Os anticorpos
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utilizados foram: UCP2 (1:500), PI3K (1:500), a-IRS-1(1:1.000), Sirtuinl (1:1.000), AKT
(1:1.000) e GAPDH (1:2.000).

5.1.9 Analises estatisticas

Para tabulacdo e andlise estatistica dos resultados foram utilizados os
programas Excel® (Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e Graph Pad Prism® 5.0 (San
Diego, CA, USA), respectivamente. Os dados obtidos foram analisados através da
andlise de variancia (ANOVA) de uma e duas vias seguido do teste de Tukey e
Bonferroni, respectivamente. Foram considerados estatisticamente significativos os

valores de p < 0,05.
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5.2 Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra a avaliacdo de peso corporal (A) e peso relativo de tecido
adiposo branco epididimal (B) nos quatros grupos experimentais em questdo, WT,
ECA2", ApoE™ e ApoE-ECA2"”Y, com 32 semanas de idade. Os resultados indicam que
a delecdo da ECA2 reduz significativamente o peso corporal acompanhado da
diminuicdo do acumulo de tecido adiposo epididimal. A delecdo conjunta da ECA2 e da
ApoE (duplo knockout — 2KO) induziu uma reducéo significativa de peso corporal tanto
em relacdo ao seu controle ApoE” como ao WT. Enquanto que o peso relativo
epididimal foi significativamente menor no duplo knockout em relacdo ao seu controle
ECA2™" e ao WT.
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Figura 1. (A) Peso corporal (g); (B) Peso relativo epididimal (%) dos animais WT, ECA2", ApoE"' e
ApoE—ECAZ"y, com 32 semanas de idade. Cada barra do gréfico representa a média + EPM (n= 4-6).
ANOVA uma via: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Nas avaliagBes plasmaticas lipidicas, observou-se uma diminuicdo do colesterol,
triglicerideo e acidos graxos livres causada pela delecdo da ECA2 (Figura 2 A-C).
Como esperado, a delecdo da ApoE causou um aumento significativo de colesterol e
triglicerideos plasmaticos (Figura 2 A-B). Uma vez que esta apolipoproteina participa
do metabolismo normal lipidico e a auséncia desta diminui a ligacdo das lipoproteinas
aos seus respectivos receptores no figado e nos tecidos periféricos, causando a menor

captacdo e, consequentemente, aumento plasmatico destas. Quando da delecéo
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conjunta da ECA2 e ApoE (2KO), observa-se uma diminuicdo nos niveis de
triglicerideos e acidos graxos livres no plasma comparado ao controle ApoE™ (Figura 2
B-C), sugerindo uma importante participacdo da ECA2 no metabolismo lipidico, uma
vez que o perfil lipidico desse knockout simples esta significativamente menor. Por
outro lado, tem-se niveis de colesterol semelhantes entre o 2KO e o ApoE (Figura 2 A).
No entanto, comparando-se este ao controle ECA2”, o 2KO apresentou valores
significativamente maiores de colesterol e triglicerideos, provavelmente devido a acéo
da delec&o da ApoE (Figura 2 A-B).
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Figura 2: (A) Colesterol no plasma (mg.dL™); (B) Triglicerideos no plasma (mg.dL™); (C) Acidos graxos
livres no plasma (mmol.L™) dos animais WT, ECA2", ApoE'/' e ApoE—ECA2"y, com 32 semanas de idade.
Cada barra do grafico representa a média + EPM (n= 4-6). ANOVA uma via: *p<0,05; **p<0,01 e
***n<0,001.

Nas avaliagdes glicemicas os animais ECA2” mostraram-se mais tolerantes a
glicose e mais sensiveis a insulina quando comparados ao grupo WT. Isto € observado

pela diminuicdo da curva glicémica em funcdo do tempo neste grupo (Figura 3 A e B).
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Os animais knockouts apenas para a ApoE mostraram-se normais em relacdo as
avaliacdes supracitadas comparado ao controle WT. No entanto, a delecdo conjunta da
ECA2 e da ApoE causou efeito semelhante aos animais com apenas a dele¢céo para
ECA2, ou seja, uma melhora significativa em ambos os parametros citados. Esses
dados sugerem um envolvimento da enzima ECA2 no metabolismo glicémico e/ou esta
melhora glicémica observada seja diretamente influenciada pela diminuicdo significativa
do deposito de gordura abdominal e do perfil lipidico plasmatico mostrados

anteriormente nas Figuras 1 e 2.
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Figura 3: (A) Tolerancia a glicose; (B) Resisténcia a insulina dos animais WT, ECA2™”, ApoE” e ApoE-
ECA2", com 32 semanas de idade. Cada ponto do gréafico representa a média + EPM (n= 4-6). ANOVA
duas vias com Bonferroni: ***p<0,001 ECA2™” vs WT; TApoE™ vs WT; *p<0,05, #p<0,01 e * p<0,001
ApoE-ECA2™ vs ApoE™.

Balizando-se nestes resultados, pensou-se nha possibilidade de deposicéo
ectdpica lipidica, representando, desta forma, um quadro de lipodistrofia causada pela
delecdo da ECA2 e sua extensdo quando da delecdo conjunta com a ApoE. Sendo
assim, avaliou-se primeiramente marcadores de dano e funcéo hepatica e na sequéncia
a deposicao lipidica neste érgéo.

A Figura 4 mostra a atividade da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato
aminotransferase (AST) (A e B, respectivamente). Os dados demonstram que 0s
animais ECA2”Y apresentam elevacdo significativa da atividade dessas enzimas no

plasma comparado ao WT, sugerindo fortemente injuria hepatica. Os animais 2KO, por
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sua vez, também apresentam elevacao da atividade de ambas as enzimas semelhante
aos animais ECA2” e diferente dos animais ApoE™, os quais apresentam niveis
semelhantes ao WT, demonstrando, desta forma, que possivelmente a auséncia da
enzima ECA2 seja a responsavel pelo dano hepatico detectado e que essa injlria seja

consequéncia de maior deposicéo lipidica.
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Figura 4: (A) Alanina aminotransferase (ALT) no plasma (U.L™); (B) Aspartato aminotransferase (AST)
no plasma (U.L™) dos animais WT, ECA2”, ApoE™ e ApoE-ECA2™”, com 32 semanas de idade. Cada
barra do gréafico representa a média + EPM (n= 4-6). ANOVA uma via: *p<0,05.

A deposicao lipidica ectopica foi inicialmente avaliada através de cortes
histolégicos do figado corados com H&E. A Figura 5 mostra um corte histologico
hepatico representativo de cada grupo experimental. Observa-se, qualitativamente, que
os animais ECA2” e 2KO apresentam uma maior deposicéo de microvesiculas lipidicas
no figado, sendo mais acentuada nos animais 2KO. Estas sdo representadas pelos
pequenos pontos brancos distribuidos em todo o campo visual da figura ao redor dos
hepatocitos (destacado no circulo vermelho da figura representativa do 2KO; Figura 5).
Além da maior deposicdo lipidica, os animais 2KO também apresentam areas
indicativas de infiltrado inflamatério (destacado no circulo preto da figura representativa
do 2KO; Figura 5). Os dados indicam, mais uma vez, para o possivel papel da enzima

ECA2 no metabolismo lipidico.
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Figura 5: Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos obtidos dos animais WT, ECA2™, ApoE"
" e ApoE-ECA2™”, com 32 semanas de idade, corados pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE). A
figura mostra deposicéo lipidica hepatica (pontos brancos distribuidos em todo o campo visual da figura
ao redor dos hepatécitos, destacado no circulo vermelho da figura representativa do 2KO) e area
indicativa de infiltrado inflamatério (destacado no circulo preto da figura representativa do 2KO).

Baseado nos resultados apresentados até aqui, seguiu-se com a avaliacdo de
possiveis mecanismos envolvidos na maior deposicao lipidica hepatica, assim como em
outros possiveis danos advindos desta lipodistrofia apresentada pelos animais ECA2™
e 2KO.

Avaliou-se no figado, por PCR gquantitativo em tempo real, a expressao génica
relativa da molécula CD36, proteina participante da translocacédo dos acidos graxos do
plasma para o figado (MIQUILENA-COLINA et al., 2011), e da aP2, proteina de ligacao
dos &cidos graxos expressa principalmente nos adipdcitos (KRALISCH, FASSHAUER,
2013). Os resultados mostram que a expressdo do CD36 no figado dos animais ECA2’
¥ ApoE” e 2KO é significativamente maior comparado ao WT (Figura 6A). Entretanto,

nos animais 2KO esta elevacéo esta significativamente elevada em relacdo ao ApoE™,
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porém é semelhante ao grupo ECA2™, sugerindo que esta elevacéo seja em grande
parte decorrente da delecdo da ECA2. O grupo 2KO também apresentou um aumento
significativo na expressdo génica hepatica da aP2 comparado tanto ao WT como ao
ApoE™ (Figura 6B), sugerindo que a delecdo conjunta da ECA2 e da ApoE contribui

para o aumento da deposicao lipidica hepatica.
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Figura 6: (A) Expresséo relativa de CD36 no figado (unidades arbitrarias); (B) Expressao relativa de aP2
no figado (unidades arbitrarias) dos animais WT, ECA2™”, ApoE'/' e ApoE—ECAZ"y, com 32 semanas de
idade. Cada barra do gréfico representa a média + EPM (n= 4-6). ANOVA uma via: *p<0,05; **p<0,01 e
***n<0,001.

A sirtuina 1 € uma proteina envolvida na B-oxidacdo de acidos graxos e a
diminuicdo desta causa esteatose hepéatica (XU et al.,, 2010). Além disso, em
camundongos heterozigotos deficientes nesta histona, a expressdo de CD36 esta
elevada no figado (XU et al.,, 2010). Este evento demonstra a relacdo entre a
diminuicdo desta proteina e do aumento do CD36 com a deposicao lipidica hepatica
(XU et al., 2010). Desta forma, para investigar se a via da sirtuina 1 esta envolvida no
mecanismo pelo qual a delecdo da ECA2 causa maior deposicao lipidica hepatica,
avaliou-se a expressao proteica de sirtuina 1 no figado.

Os resultados demostram que, de fato, animais ECA2™” apresentam uma menor
expressdo proteica de sirtuina 1 hepatica comparado ao WT (Figura 7).
Interessantemente, esta diminuicdo permanece mesmo quando da dupla delecdo ECA2
e ApoE. Entretanto, os animais knockout para ApoE nao apresentaram diferenca
significativa na expressao da sirtuina 1 comparado ao WT, sugerindo, desta forma, que
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a diminuicdo desta proteina seja consequéncia da delecdo da ECA2. Somando-se, a
expressdo diminuida desta histona, pode diretamente contribuir com o maior acamulo
lipidico devido ao prejuizo na B-oxidacéo de acidos graxos na mitocondria (KEMPER et
al., 2013). Assim, tanto a “upregulacéo” da via do CD36 (aumento da captacao de
acidos graxos pelo figado) quanto a “downregulacéo” da via da situina 1 (aumento do
acumulo lipidico advindo do prejuizo na oxidacdo destes) estdo envolvidos no quadro
esteatético apresentado pelos animais ECA2” e ApoE-ECA2™.
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Figura 7: Expressao proteica de sirtuina 1 no figado (unidades arbitrarias) dos animais WT, ECA2™7,
ApoE"' e ApoE-ECAZ"y, com 32 semanas de idade. Cada barra do gréfico representa a média + EPM (n=
4-6). ANOVA uma via: *p<0,05 e ***p<0,001.

O prejuizo na p-oxidacdo de &cidos graxos na mitocondria causa estresse
oxidativo mitocondrial caracterizado pelo aparecimento de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (GENTILE, PAGLIASSOTTI, 2008). Assim, na sequéncia, avaliou-se
uma das principais proteinas mitocondriais que atua regulando os niveis fisiologicos de
ERO, a proteina desacopladora 2 (UCP2), também considerado um marcador de

estresse oxidativo (ZHOU et al., 2012). Os dados mostram que tanto a expressao
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génica quanto a expressdo proteica da UCP2 estdo elevadas nos animais ECA2™ e
2KO (Figura 8 A e B, respectivamente). Estes dados confirmam a participacdo mais
efetiva da delecdo da ECA2 no prejuizo da B-oxidagdo dos acidos graxos, ho aumento
de estresse oxidativo mitocondrial e, consequentemente, no aparecimento de
esteatohepatite, quadro caracterizado por deposicdo lipidica e inflamacdo advinda

também do elevado estresse oxidativo.
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Figura 8: (A) Expresséo relativa de UCP2 no figado (unidades arbitrarias); (B) Expressao proteica de
UCP2 no figado (unidades arbitrarias) dos animais WT, ECA2”, ApoE” e ApoE-ECA2”, com 32
semanas de idade. Cada barra do grafico representa a média + EPM (n= 4-6). ANOVA uma via: *p<0,05;
** p<0,01 e ***p<0,001.

Uma vez detectado o desenvolvimento esteatético, avaliou-se 0s prejuizos
hepéticos advindos deste quadro patogénico. Neste sentido, inicialmente, analisou-se a
capacidade de producédo de glicose hepatica a partir do piruvato (gluconeogénese
hepatica). Os resultados mostram que tanto a delecdo da ECA2 quanto da ApoE e,
consequentemente, do 2KO, causaram uma diminuicdo da gliconeogénese no figado.
Entretanto, a diminuicdo é mais pronunciada quando da delecdo da ApoE e ndo da
ECA2 (Figura 9A). No intuito de identificar possiveis prejuizos da via glicémica,
mensurou-se a expressao génica de proteinas participantes tanto da glicolise
(glicoquinase — GCK - uma enzima que facilita a fosforilagdo da glicose em glicose-6-
fosfato) quanto da gliconeogénese (glicose-6-fostatase — G6Pase - uma enzima que
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hidrolisa a glicose-6-fosfato em glicose livre; e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase -
PCK1 e PCK2 - isoformas citosodlica e mitocondrial, respectivamente, que catalisam a
conversédo do oxaloacetato a fosfoenolpiruvato). Os resultados expressos na figura 9
mostram que os animais ECA2” apresentam diminuicdo significativa de GCK e
aumento significativo de G6Pase e PCK2 comparado ao WT (Figura 9B, C e E).
Ademais, nos animais ApoE” observou-se aumento estatisticamente significativo de
G6Pase comparado ao WT (Figura 9C). Os 2KO apresentaram aumento
estatisticamente significativo de GCK comparado ao seu controle ECA2” (Figura 9B) e
aumento estatisticamente significativo de PCK2 comparado aos seus dois controles,
ECA2™ e ApoE™ (Figura 9E).

A andlise da expresséo proteica de participantes da via glicémica (substrato do
receptor da insulina 1 - IRS1; fosfatidilinositol 3-quinase - PI3K; e AKT), mostra
desregulacdo nesta via apenas nos animais com delecdo para a ECA2 (Figura 10 A, B
e C), demonstrando que o prejuizo lipidico hepatico € seguido de prejuizo glicémico

quando da dele¢céo da ECAZ2.
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Figura 9: (A) Gliconeogénese hepatica (B) Expressao relativa de GCK no figado (unidades arbitrarias);
(C) Expressao relativa de G6Pase no figado (unidades arbitrarias); (D) Expressao relativa de PCK1 no
figado (unidades arbitrarias); (E) Expressao relativa de PCK2 no figado (unidades arbitrarias) dos animais
WT, ECA2”, ApoE"' e ApoE-ECAZ"y, com 32 semanas de idade. Cada ponto do gréafico representa a
média £ EPM (n= 4-6). ANOVA duas vias com Bonferroni: *p<0,05 ECA2" vs WT; T Tp<0,001 ApoE"' VS
WT; *p<0,05 e *p<0,01 ApoE-ECA2™” vs ECA2™. Cada barra do gréafico representa a média + EPM (n=
4-6). ANOVA uma via: *p<0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001.
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Figura 10: (A) Expressédo proteica de IRS1 no figado (unidades arbitrarias) (B) Expressao proteica de
PI3K no figado (unidades arbitrarias); (C) Expressdo proteica de AKT total no figado (unidades
arbitrarias) dos animais WT, ECA2™7, ApoE'/' e ApoE—ECA2"'y, com 32 semanas de idade. Cada barra do
gréfico representa a média + EPM (n= 4-6). ANOVA uma via: *p<0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3 Concluséo

Em conjunto, os resultados demonstram que a delecdo da ECA2 causa
lipodistrofia, a qual, neste trabalho, é representada pela diminuicdo do perfil lipidico
sisttmico e aumento da deposicdo lipidica hepatica seguida de prejuizos na via
glicémica. As possiveis vias envolvidas nessa lipodistrofia sdo 0 aumento da CD36 e a
diminuicdo da sirtuina 1 hepéticas. Somando-se, a dupla delegcdo causou o
desenvolvimento de um animal com fenétipo similar ao ECA2™. Esses resultados
sugerem que também em uma condicdo patoldgica induzida geneticamente, neste caso
a dislipidemia dos animais ApoE”, o fenétipo dominante para os efeitos metabdlicos
provém da delecdo da ECA2, indicando o papel importante desta enzima na regulagéo

lipidica e glicémica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que, em camundongos
C57BL/6, a delecao genética da enzima ECA2 causa lipodistrofia. Neste cenario, por
um lado os animais apresentam peso corporal e deposicdo de TAB menor que o
animal controle. Contudo, desenvolvem um fenotipo caracteristico de esteatose
hepatica, demostrado pela alta deposicéo de lipidios no figado.

Outros resultados, ainda paradoxais, demonstram que estes animais,
sistemicamente, sdo mais tolerantes a glicose e apresentam alta sensibilidade
insulinica. Entretanto, observou-se prejuizo na via de sinalizacéo insulinica hepatica.
Com base nestas premissas, sugere-se fortemente que estes resultados estdo
diretamente correlacionados a lipodistrofia destes animais, uma vez que os lipidios
se deslocam para o figado (deposicao ectopica), levando a diminuicdo de TAB.

Baseado nos achados do presente trabalho € plausivel considerar que existe
uma forte relacdo entre as acdes da ECA2, a funcdo hepatica, a deposicao
adipocitaria e o metabolismo de lipidios e glicose. Essa a¢édo pode ser intrinseca ou
ndo ao SRA, uma vez que se trata de uma enzima multifuncional ainda néo
completamente investigada.

Neste sentido, ECA2™ é um novo modelo animal para a lipodistrofia sistémica
e a esteatose hepatica, representando uma interessante ferramenta de investigacao
tanto para novos tratamentos metabdlicos como para rotas de sinalizacéo
envolvidas.

Ainda nesta direcdo, as avaliacées no animal duplo knockout ApoE-ECA2™"Y
possibilitou a confirmacdo de que a ECA2 de fato exerce um papel importante no
metabolismo lipidico. A dupla delecdo atenuou o perfil metabdlico dislipidémico dos

animais ApoE” e levou a geracdo de um fenétipo sistémico semelhante aos animais
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ECA2™, a citar, diminuicdo do peso corporal, dos niveis de TG e dos acidos graxos
livres no plasma, somado a melhora da tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina. No cenario exposto, acredita-se que os animais duplo knockout podem ser
uma ferramenta importante para o estudo de possiveis vias comuns entre a
aterosclerose e o0 eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas. Além disso, este modelo animal
possibilitara a avaliacdo futura de marcadores bioquimicos que caracterizem
desarranjos metabdlicos e vasculares comuns a aterosclerose, dislipidemia,

metabolismo glicémico e o SRA.
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PROTECTION AGAINST HIGH FAT DIET-INDUCED OBESITY IN
ACE2-DEFICIENT MICE

Nunes-Souza V22, Alenina N*, Penninger JM*, Santos RAS"®, Bader M*, Rabelo LA**3

!Max Delbriick Center for Molecular Medicine., Berlin, Germany, 2|_aboratério de
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Macei6/Al, Brazil, *National Institute of Science and Technology in
NanoBiopharmaceutics (N-BIOFAR)., Belo Horizonte, Brazil, *Institute of Molecular
Biotechnology of the Austrian Academy of Sciences., Vienna, Austria

The study aimed to investigate the metabolic profile in ACE2-deficient (KO) mice.

Methods: Male C57BI/6 (WT) and KO mice were analyzed at the age of 3, 6, and
12 (3M, 6M, and 12M) months under normal diet (ND) and 6M and 12M after 20-
22 weeks of high-fat diet (HFD). Assessments of body weight (BW), glycemic and
lipid profile were performed. The total fat content was quantified by nuclear
magnetic resonance. The plasma adiponectin and leptin levels were assessed by
ELISA. The expression of leptin and adiponectin mRNA in the white adipose
tissue (WAT) was evaluated by RTqPCR.

Results: Under ND KO mice showed lower BW at all ages (3M WT=28.6+0.5 vs
KO=21.8+0.6, p[10.001; 6M WT=31.0+1.1 vs KO= 28.0+ 0.7, p[10.001; 12M
WT=32.2+0.4 vs KO=27.3+0.6, p00.001). This difference was even more
pronounced after HFD at 6M of age (WT=44.6+1.3 vs KO=34.1+1.3, p[J0.001),
but, surprisingly, was blunted at the age of 12M. The BW reduction was
accompanied by decreased WAT in KO mice. For all groups, no significant
changes were observed in fasting glucose and insulin levels, but the KO mice
showed improved glucose tolerance and enhanced insulin sensitivity. Moreover,
KO mice showed lower levels of cholesterol, triglycerides, free fatty acids, and
leptin and increased adiponectin levels in plasma. Accordingly, the mRNA
expression in WAT was decreased for leptin and elevated for adiponectin in KO
mice in comparison to WT.

Conclusion: Deletion of ACE2 interferes with glycemic/lipid/BW homeostasis.
ACE2-deficient mice are protected from HFD-induced obesity, probably by an
age-dependent mechanism.
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Abstract: Accumulating evidence indicates that ACE2 plays a critical role in cardiovascular
homeostasis, and its altered expression is associated with major cardiac and vascular disorders. Recent
studies suggest that oxidative stress, which is elevated in cardiovascular disease, contributes to
endothelial dysfunction. Thus, the aim of this study was to evaluate the regulation of vascular function
and assess the vascular redox balance in ACE2-deficient animals. Experiments were performed in 20-
22 week-old C57BL/6 and ACE2- /y male mice. Application of endothelium-dependent and -
independent agents revealed an impairment of the in vivo endothelial function in ACE2-/y mice.
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mice provide a suitable model for assessing vascular function to investigate new therapeutic tools for
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A student-centered approach for developing
active learning: the construction of physical
models as a teaching tool in medical physiology
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Abstract

Background: Teaching physiclogy, a complex and constantly evolving subject, is not a simple task. A considerable
body of knowledge about cognitive processes and teaching and learning methods has accumulated over the years,
helping teachers to determine the maost efficient way to teach, and highlighting student’s active participation as a
means to improve learning outcomes. In this context, this paper describes and qualitatively analyzes an experience
of a student-centered teaching-learning methodology based on the construction of physiclogical-physical models,
focusing on their passible application in the practice of teaching physiology.

Methods: After having Physiclogy classes and revising the literature, students, divided in small groups, built
physiological-physical models predeminantly using low-cost materials, for studying different topics in Physiclogy.
Groups were followed by monitors and guided by teachers during the whole process, finally presenting the results
in a Sympaosium on Integrative Physiology.

Results: Along the proposed activities, students were capable of efficiently creating physiological-physical maodels

addressing multiple learning styles.

professional practices.

(118 in total} highly representative of different physiological processes. The implementation of the proposal
inclicated that students successfully achieved active learning and meaningful learning in Physiology while

Conclusion: The proposed method has proved to be an attractive, accessible and relatively simple appreach to
facilitate the physiology teaching-learning process, while facing difficulties imposed by recent reguirements,
especially those relating to the use of experimental animals and professional training guidelines. Finally, students’
active participation in the production of knowledge may result in a holistic education, and possibly, better

Keywords: Active learning, Meaningful learning, Teaching-learning methodologies, Medical education

Background

Taking into account that innovation in medical education is
not an easy task [1], a considerable body of knowledge
about cognitive processes and methods of teaching and
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learning has accumulated in recent decades, helping
teachers to determine the most efficient way to teach. Sci-
entific evidence has shown that active student participation
facilitates the assimilation and consclidation of new know-
ledge, and improves learning outcomes [2-5]. In addition,
literature favors the concept that information should be
provided simultaneously in multisensory modalities, since a
considerable amount of data indicates that the most
complete and successful strategy for teaching physiclogy to
a diverse group of students consists in offering information
in a manner that addresses multiple learning styles [6-11],
satisfying visual, aural and kinesthetic learners [2,12-15].

© 7014 Rezende-Filho et al; licensee BioMed Ceritral Ltd. This is an Open Access article distributed under the terrms of the
Creative Corrmons Attribution License (Fitpfcreativecornmons.orgdicensesng4.0), which permits urrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the ofiginal work s properly credited. The Creative Commons Public

Dornzin Dedication walver (http//creativecormmons.org/publicdomaim/zero/1.0/) applies to the data made avallable in this

article, unless otherwise stated.
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[0 |11.2 | Procuragao.
[ |11.3 | Documentos de Prioridade.
(0 | 114 | Documento de contrato de trabalho.
[x] | 11.5 |Relatorio descritivo. 24
[x] |11.6 |Reivindicagbes. 02
[x] |11.7 |Desenho(s) (se houver). Sugestdo de figura a ser publicada com o resumo: n°, ~ por 05

melhor representar a invengao (sujeito a avaliagao do INPI).
x [11.8 |Resumo. 01
O | 119 | Listagem de sequéncias em arquivo eletrénico: _n°de CDs ou DVDs (original e copia).

[J [11.10 | Codigo de controle alfanumérico no formato de codigo de barras referente as listagem de
sequéncias.

[J [11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.

[J [11.12 | Declaragao relativa a Listagem de sequéncias.
[J | 11.13 | Outros (especificar) 01
Anexo de Inventores
12, Total de folhas anexadas: 33 fls.
13. Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e verdadeiras.
Maceio, 2 de Outubro de 2013 0 ’ e W
r\'\ &4 --k C Q\k -~ ALLL\_.\_L\* ‘*(:”_ .
. \ Local e Data ~ Assinatura & Carimbo
\ Rachel Rocha de A. Barros
o) Vice - Reitora no Exercicio da Reitoria
AN B Rt
e
- 'g“‘i‘“w?“ i P
. .’4.’_.»-‘ b (201 \CQ\ a " ,
/ e e S
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Anexo de Inventores

6.1 Nome: Luiza Antas Rabelo
6.2 Qualificagao: Docente 6.3 CPF: 893.538.704-53

6.4 Endereco Completo: Av. Jorge M'ontenegro Barros, S/N Quadra A, lote09.
Condominio Jardins de La Reina, Santa Amélia.

6.5 CEP: 57063-000 6.6 Telefone: (82)99125716 6.7 Fax: (82) 3221-2501

6.8 E-mail: luizaa.rabelo@gmail.com

6.1 Nome: Valéria Nunes de Souza
6.2 Qualificagdo: Discente 6.3 CPF: 058.526.204-75

6.4 Enderego Completo: Av. Gustavo Paiva 2220. BI. 07, Apt. 304,
Mangabeiras.

6.5 CEP: 57031-900 6.6 Telefone: (82) 3336-3444 1(82) 9913 4998
6.7 Fax: -

6.8 E-mail: Valeriansouza@hotmail.com

6.1 Nome: Reidson Beiriz Vergosa
6.2 Qualificagdo: Discente 6.3 CPF:041.695.544-42

6.4 Enderego Completo: Rua Joso Farias Filho, 105 Conjunfo José Maria de
Melo, Tabuleiro dos Martins.

6.5 CEP: 57081-085 6.6 Telefone: (82) 3336-344 / (82) 8806-7575
6.7 Fax: -

6.8 E-mail: reidson_beiriz@hotmail.com
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