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RESUMO

Lobato NS. A obesidade diminui a resposta de artérias mesentéricas de resisténcia a
agonistas canabinoides [tese (Doutorado em Farmacologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&ao Paulo; 2010.

O sistema endocanabindide possui papel importante na regulacdo central e
periférica da ingestdo alimentar e da homeostase energética, além de apresentar
pronunciados efeitos cardiovasculares. Na obesidade, estudos tém relatado que
ocorre aumento de ativacao deste sistema em tecidos que controlam o metabolismo
energético. Entretanto, os efeitos da obesidade sobre as ac¢des vasculares mediadas
por agonistas canabindides n&o foram ainda investigados. Portanto, o objetivo deste
estudo foi investigar as implicacdes da obesidade para a resposta mediada pelo
agonista canabindide anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia.
Utilizamos ratos obesos Zucker (OZRs) e seus respectivos controles da linhagem
Zucker (LZRs) com 6-7 semanas de idade. A obesidade foi avaliada pelo peso
corporal e pelo acumulo de gordura visceral. A glicemia foi determinada em ratos
submetidos a privacdo alimentar de 4 horas. A pressao arterial foi determinada por
método indireto (pletismografia de cauda). A reatividade de artérias mesentéricas de
resisténcia foi avaliada utilizando um miégrafo para estudo de tensédo isométrica.
Foram realizadas curvas concentracdo-efeito a anandamida, aos agonistas de
receptores canabinodides CB1 (ACEA) e CB2 (JWH-015) e ao agonista de receptores
vaniloides capsaicina em vasos com e sem endotélio. OZRs apresentaram reducéo
do relaxamento dependente de endotélio a acetilcolina e aumento da contracédo a
fenilefrina. A incubacdo com anandamida corrigiu estas alteracdes. A anandamida,
0s agonistas CB1 e CB2, assim como a capsaicina, promoveram vasodilatacdo, que
foi menor em artérias mesentéricas com endotélio de OZRs quando comparados aos
LZRs. A expressao protéica dos receptores CB1 e CB2 foi menor em artérias
mesentéricas de OZRs. A localizacdo desses receptores (por imunofluorescéncia)
indicou reducdo na expressao de ambos tanto no endotélio quanto no musculo liso
vascular de OZRs. A incubacdo de artérias mesentéricas com o bloqueador de

receptores vaniléides ou com o antagonista de receptores do peptideo relacionado



ao gene da calcitonina (CGRP) diminuiu a resposta a anandamida nos dois grupos
experimentais, porém, essa reducdo foi mais pronunciada em LZRs. A incubacao
com L-NAME (inibidor da Oxido nitrico sintase), apamina e caribidotoxina
(blogueadores de canais de K+), indometacina (inibidor da cilooxigenase) ou AM404
(inibidor do transporte de canabindides) reduziu a vasodilatagdo a anandamida
apenas em LZRs. A resposta a anandamida em OZRs foi corrigida pelos agentes:
URB597 (inibidor da degradacdo de anandamida), forskolin (ativador da via do
CAMP), AICAR (ativador da AMPK) ou Pd 98059 (inibidor da ERK1/2). A incubacéo
com anandamida aumentou a fosforilagdo da AMPK, da ACC e da eNOS em LZRs,
mas reduziu em OZRs. A expressdo da forma fosforilada da ERK1/2 foi maior em
vasos de OZRs. A incubagédo com anandamida aumentou a fosforilagdo da ERK1/2
em LZRs e a potencializou em OZRs. Em conclusdo, demonstramos que a
obesidade diminui o relaxamento a agonistas canabindides. Os mecanismos
envolvidos nesta alteracdo incluem: reducdo da expressdo dos receptores
canabindides CB1 e CB2; prejuizo das vias de sinalizacdo mediadas pela ativacéo
de receptores vanildides; reducdo da captacdo e aumento da degradacdo de
anandamida; reducédo da ativacdo da AMPK e da eNOS e aumento da ativacdo da
ERK1/2.

Palavras—Chave: Obesidade. Sistema endocanabindide. Anandamida. Artérias

mesentéricas de resisténcia.



ABSTRACT

Lobato NS. Obesity decreases the response of resistance mesenteric arteries to
cannabinoid agonists [Ph.D. thesis (Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2010.

The endocannabinoid system has an important role in the regulation of central and
peripheral food intake and energy homeostasis. This system has also pronounced
cardiovascular effects. A number of studies have shown that obesity is associated
with increased activity of the endocannabinoid system in tissues that control the
energy homeostasis. However, the effects of obesity on the vascular actions
promoted by cannabinoid agonists have not been elucidated. Therefore, the aim of
the present study was to investigate the implications of obesity for the vascular
relaxation mediated by anandamide, a cannabinoid agonist, in resistance mesenteric
arteries. Young obese Zucker rats (OZRs) and their lean counterparts (LZRs) were
studied at 6- to 7-week-old. Obesity was evaluated by increase in body weight and
visceral fat accumulation. Glycemia was determined in rats submitted to food
deprivation (4 hours). Blood pressure was assessed by an indirect tail cuff metod.
The vascular reactivity was evaluated in a small vessel myograph for isometric
tension recording. Concentration-response curves to the cannabinoid agonist
anandamide, to CB1 (ACEA) and CB2 (JWH-015) agonists as well as to the vanilloid
agonist capsaicin were performed in endothelium-intact and endothelium-denuded
vessels. OZRs displayed decreased endothelium-dependent relaxation to
acetylcholine and increased contraction to phenilephrine. Incubation with
anandamide corrected these alterations. The vasorelaxation induced by anandamide
as well as by CB1, CB2 and TRPV-1 agonists was impaired in mesenteric arteries
with intact endothelium from OZRs. The protein expression of CB1 and CB2
receptors was decreased in mesenteric arteries from OZRs. The localization of these
receptors (immunofluorescence) indicated reduced expression of CB1 and CB2
receptors in both endothelium and vascular smooth muscle. Incubation of mesenteric
arteries with either the vanilloid receptor blocker or the antagonist of the calcitonin

gene related peptide (CGRP) receptor decreased anandamide responses in both



groups; however, the reduction was higher in LZRs. Incubation with L-NAME (a nitric
oxide synthase inhibitor), apamin and charybdotoxin (K* channel blockers),
indomethacin (cyclooxygenase inhibitor) or AM404 (cannabinoid transport inhibitor)
reduced the relaxation induced by anandamide only in LZRs. The decreased
response to anandamide in OZRs was corrected by the agents: URB597 (inhibitor of
anandamide degradation), forskolin (cCAMP pathway activator), AICAR (AMPK
activator) or Pd 98059 (ERK1/2 inhibitor). Incubation of mesenteric arteries with
anandamide evoked AMPK, acetyl CoA carboxylase and endothelial nitric oxide
synthase phosphorylation in LZRs, whereas it decreased the phosphorylation of
these proteins in OZRs. Basal ERK1/2 phosphorylation was increased in vessels
from OZRs. Incubation with anandamide increased ERK1/2 phosphorylation in LZRs,
and this effect was potentiated in OZRs. In conclusion, this study demonstrated that
obesity decreases the relaxation to cannabinoid agonists. The mechanisms involved
in this alteration include: reduction of CB1 and CB2 cannabinoid receptors
expression; impairment of signaling pathways mediated by vanilloid receptors
activation; reduction of uptake and increase of anandamide degradation; reduction of

AMPK and eNOS activation and increase in ERK1/2 activation.

Key Words: Obesity. Endocannabinoid system. Anandamide. Resistance mesenteric

arteries.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Endocanabindide

O sistema endocanabindide é um sistema enddgeno que possui papel
importante na regulacdo central e periférica da ingestdo alimentar e da homeostase
energética *. A descoberta desse sistema iniciou-se a partir de estudos investigando
os efeitos do uso da planta Cannabis sativa. A mistura das folhas e flores desta
planta é denominada marijuana ou maconha. Considerada como uma droga de uso
recreacional na maior parte do mundo, a Cannabis exerce ainda uma série de outros
efeitos incluindo analgesia, acdo antiinflamatéria, imunossupressdo, efeito
anticonvulsivante, alivio da presséo intra-ocular no glaucoma, efeito antiemético e
orexigeno .

Por muitos séculos as bases biolégicas e moleculares do uso das
preparacdes da planta Cannabis sativa permaneceram ndo explicadas. Em 1965, o
composto [delta]-9-tetrahidrocanabinol (THC) foi isolado e identificado como sendo o
principal metabdlito secundario desta planta . A identificacdo do THC ajudou a
explicar a maior parte das acées farmacolégicas da planta *2.

Como outras drogas, o THC exerce seus efeitos ligando-se a receptores
localizados na superficie de neurbnios e de outras células. Esses sitios de ligacao
do componente ativo da maconha foram identificados no cérebro em 1988 . Essa
descoberta abriu caminho para a identificacdo e clonagem dos receptores
especificos para o composto THC (CB1 e CB2), que foram clonados em 1990 e
1993, respectivamente >°. Este achado foi logo seguido pela descoberta de que
esses receptores sdo alvos de moléculas regulatérias de ocorréncia natural no
organismo, denominadas endocanabindides. Em 1992, o primeiro composto
endocanabindide foi identificado, 0 composto denominado anandamida (araquidonoil
etanolamida), principal ligante endégeno do sistema endocanabindide ’. Este achado
foi logo seguido pela identificacdo das propriedades canabimiméticas de um
metabdlito endégeno ja conhecido, o composto 2-araquidonoilglicerol (2-AG) .
Embora diversos outros compostos similares aos endocanabindides tenham sido

identificados nos ultimos dez anos, a anandamida e o 2-AG permanecem como 0S
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compostos canabinoides cuja atividade farmacoldgica tem sido mais intensamente
investigada, sendo assim considerados como o0s principais ligantes endégenos do
sistema endocanabindide.

Os estudos avaliando as vias biossintéticas e catabdlicas para a anandamida
e 0 2-AG comecaram imediatamente apO0s a descoberta destes compostos. O
composto N-araquiidonoil-fosfatidiletanolamina (NArPE) foi identificado como sendo
0 precursor biossintético da anandamida, e os diacilgliceréis (DAGs) com o &cido
araquidonico (AA) na posicado 2, como sendo 0s mais provaveis compostos a partir
dos quais 0 2-AG é gerado. O NArPE é produzido a partir da transferéncia do AA de
fosfolipidios para o atomo de nitrogénio do composto fosfatidiletanolamina. O
precursor DAG para o composto 2-AG é produzido pela hidrélise, catalisada pela
fosfolipase-C, do fosfatidilinositol ou da hidrolise do acido fosfatidico. Tanto a
anandamida quanto o 2-AG sao inativados principalmente por hidrolise enziméatica

pelas enzimas hidrolase de amida de &cido graxo (FAAH) °

10-11

e lipase de
monoacilglicerol (MAGL), respectivamente

Processos especificos através dos quais os endocanabinoides séo captados
pelas células apos a ativacéo de receptores, ou liberados das células logo apds a
biossintese intracelular, também ja foram descritos. Estes processos funcionam na
direcdo do gradiente de concentracdo dos endocanabindides através da membrana
plasmatica *?, porém, ndo foram ainda identificados do ponto de vista molecular. As
enzimas envolvidas na degradacdo de canabindides (FAAH e MAGL) e o receptor
CB1 parecem néo estarem envolvidos nestes processos de captacdo dos compostos
canabindides pela célula.

Além de ativar receptores CB1 e CB2, esta bem estabelecido que o0s
compostos canabindides, principalmente a anandamida, ativam o receptor de
potencial transitério de vaniléide tipo-1(TRPV-1), um canal catibnico ndo seletivo que
pertence a familia de receptores de potencial transitério, que € ativado pelo calor,
pelo baixo pH e pela capsaicina, componente ativo da pimenta *°.

Os estudos realizados imediatamente apds a caracterizacdo molecular dos
receptores CB1 e CB2 estabeleceram a distribuicdo dos mesmos em diversos
tecidos, com alta abundancia do receptor CB1 no cérebro e dos receptores CB2 em
células imunes. Entretanto, sabe-se atualmente que ambos o0s receptores,
principalmente o CB1, encontra-se muito mais amplamente distribuido do que

originalmente se acreditava. No sistema nervoso central, o receptor CB1 esta
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localizado na regido anterior cerebral, no ganglio basal, cerebelo, hipocampo,

| 14-16 17-18

hipotalamo e cortex cerebra
I 19

, € perifericamente no sistema nervoso , ho trato

, no tecido adiposo *°, no figado **, no musculo esquelético *** e

gastrointestina
no pancreas . O receptor CB2 é expresso primariamente nas células imunes */,
mas também pode ser encontrado no baco, no timo, no pancreas, nos adipécitos e,
em menor grau, no sistema nervoso central ®*’. A ampla expresséo dos receptores
CB1 e CB2 explica a lista cada vez maior de fungBes atribuidas ao sistema
endocanabindide.

Pouco é conhecido sobre os mecanismos envolvidos na sintese e nas acdes

25

dos compostos endocanabindides em tecidos periféricos Como ligantes de

receptores acoplados a proteina G, inicialmente foi descrito que seus efeitos
biologicos em células neuronais sdo exercidos pela ativacdo de proteinas G
heterodiméricas do tipo Gi/0. Como conseqiéncia desse acoplamento ocorreria
inibicdo da adenilil ciclase e diminuicdo de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP)
nestes tecidos. Além disso, receptores CB1 e CB2 regulam a fosforilacéo e ativagao
de diversos membros da familia das proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKS), incluindo as quinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular (ERK1/2), a
p38MAPK e a quinase do terminal c-jun (JNK). O receptor CB1 pode ainda se
acoplar a canais de célcio (Ca®") operados por voltagem do tipo N, P ou Q,
inativando-os, ou a canais retificadores de potassio (K"), ativando-os. O receptor
CB1 pode também induzir aumento do Ca®" intracelular pela ativacdo da fosfolipase
C do tipo beta, um processo que depende da ativacdo de proteina G.

Assim, as diversas atividades bioldgicas moduladas pelos receptores
canabindides sdo garantidas por vias de sinalizacdo bem complexas. As MAPKs
medeiam, por exemplo, a regulacdo da sobrevivéncia ou morte celular e o
metabolismo glicémico pelos canabindides. Ja os canais ibnicos estdo envolvidos na
regulacdo da liberacdo de neurotransmissores pelos canabindides. Um segundo
nivel de complexidade da sinalizacdo celular mediada pelos canabindides surge da
capacidade de uma uUnica proteina G, através de suas subunidades a ou 8 e v,
direcionar a atividade de efetores intracelulares néo relacionados. Isso quer dizer
gue a ativacao do receptor CB1, por exemplo, pode simultaneamente levar a inibi¢cao

da adenilil ciclase pela subunidade Ga e a ativagcdo de diferentes membros da

cascata das MAPKs pelas subunidades GBy %.
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1.2 Ac¢Oes Cardiovasculares dos Canabindides

Os compostos canabindides  apresentam  pronunciados  efeitos
cardiovasculares, 0s quais tém sido intensamente estudados. Estes efeitos sao
complexos e parecem ser alterados em diferentes condi¢cdes patoldgicas. A
anandamida apresenta acdes pleiotropicas sobre o sistema cardiovascular in vivo.
Em ratos anestesiados, este agonista causa uma breve resposta pressora seguida

de resposta depressora mais prolongada ?’.

Em camundongos anestesiados a
anandamida e o THC promovem bradicardia e hipotensdo ?%. Estes efeitos s&o
menos pronunciados ou ausentes nos animais quando 0S mMesmos nao se
encontram anestesiados, mas sdo potencializados na hipertensdo *°. Os
mecanismos envolvidos neste Ultimo efeito envolvem a diminuicdo da atividade
simpatica pela inibicdo da liberagdo de noradrenalina a partir de terminais nervosos
simpaticos apos a ativacdo de receptores CB1 pré-sinapticos, bem como efeito

direto sobre a vasculatura e o miocardio 2.

Em humanos, tanto o cigarro da
maconha quanto a administracao intravenosa de THC, resultaram em vasodilatacao
periférica e taquicardia, que evoluiram para a queda da resisténcia periférica e,
consequentemente, da presséo arterial *°.

As acdes vasculares dos compostos canabindides variam dependendo da
espécie e do territério vascular estudado ** 3% A anandamida pode promover
relaxamento vascular tanto por atuar nas células endoteliais quanto por agir
diretamente no musculo liso vascular. Diversos mecanismos podem estar envolvidos
nestas ac¢oes (Figura 1).

Estudos utilizando vasos sanguineos isolados mostram que tanto os
canabindides enddgenos quanto os exdégenos promovem vasodilatacdo. Diversos
grupos tém relatado que o efeito vasodilatador da anandamida depende da liberacéo
de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) ** *°. Em ratos, demonstrou-se
gue a exposicdo de cultura de células endoteliais renais a anandamida estimula a
liberacdo de oxido nitrico (NO), enquanto a presenca de éster de N-metil-L-arginina
(L-NAME), inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), abole essa resposta .

Outro vasodilatador dependente de endotélio, o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (Figura 1), tem sido sugerido como um dos envolvidos
na vasodilatacdo induzida pela anandamida ** *"*®, Um estudo indicou ainda que a

anandamida induz hiperpolarizagdo de membrana por meio de outro intermediério
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diferente do EDHF, mas ainda desconhecido *°.

Sugere-se que, em artérias
mesentéricas de coelho, o componente endotelial do relaxamento vascular
promovido pela anandamida se difunde para as células do masculo liso vascular por
meio de juncdes comunicantes *. Demonstrou-se ainda in vitro que a anandamida
promove relaxamento vascular que, em artéria mesentérica e coronaria, foi
dependente do metabolismo do AA 3°.

A anandamida pode também exercer alguns de seus efeitos diretamente
sobre o musculo liso vascular via receptores CB1, independentemente da presenca
do endotélio *°. Dentre os mecanismos envolvidos, inserem-se a inibicdo da abertura

L “°, a reducdo dos estoques de Ca?' intracelulares *,

de canais de Ca®" do tipo
bem como a modulacéo da entrada de Ca?* através de canais de Ca** operados por
voltagem “°.

Outro mecanismo independente do endotélio responsavel pelo efeito
vasodilatador da anandamida € a liberacdo do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), um vasodilatador liberado por nervos sensoriais perivasculares,
que atua sobre receptores no misculo liso ou no endotélio vascular ** **. Prop&e-se
gue a vasodilatacdo induzida pelo CGRP seja mediada por dois mecanismos: um
deles é a estimulacdo da enzima adenilil ciclase no musculo liso, com subsequente
acumulo de cAMP *?. O outro mecanismo é a ativacdo de canais de K* nas células
de musculo liso vascular *, com conseqiiente vasodilatacao.

Propde-se que os efeitos vasodilatadores dos compostos canabinéides sejam
mediados pela ativacéo de receptores CB1 e de receptores vanildides 3" **. O papel
dos receptores CB2 no efeito relaxante promovido pelos endocanabinéides nao foi
ainda descrito.

A relevancia fisiolégica dos efeitos cardiovasculares dos endocanabindides
nao esta totalmente esclarecida. Estudos sugerem que estes compostos apresentam
papel mais importante em condi¢cdes patologicas. Neste sentido, em um modelo
animal de choque hemorragico, Wagner e colaboradores (1997) ** demonstraram
gue ha liberacdo de anandamida por macréfagos ativados, a qual pode contribuir
para a hipotensao observada. Similarmente, no choque endotoéxico, a sintese de 2-
AG nas plaquetas e de anandamida nos macréfagos é aumentada “°. A liberacdo de
anandamida por neurdnios centrais sob condi¢des de hipoxia, levando a protecao
contra a isquemia ja foi também descrita “°. Estudo recente demonstrou ainda que a

anandamida reduz a contratilidade cardiaca na hipertensdo. Adicionalmente, a
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potencializacdo desta acdo cardiaca bem como da acdo vasodilatadora da

anandamida ap0s bloqueio de sua hidrélise pela enzima FAHH, pode normalizar a

pressdo sanguinea nesta condicdo *°. Em conjunto, esses dados indicam que o

sistema endocanabindide constitui um mecanismo importante no controle da funcéo

cardiovascular em condi¢es patoldgicas.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos mecanismos gerais envolvidos no relaxamento a

anandamida. CB1 = receptor cannabinoide 1; CB2 = receptor cannabindide 2;
PGs = prostaglandinas; eNOS = 6xido nitrico sintase endotelial; L-arg = L-
arginina; NO = O6xido nitrico; EDHF = fator hiperpolarizante derivado do
endotélio; AA = 4cido araquidbnico; COX = ciclooxigenase; GTP = trifosfato de
guanosina; cGMP = monofosfato de guanosina ciclico; ATP = trifosfato de
adenosina; cAMP monofosfato de adenosina ciclico; Ca®" = célcio; K* =
potassio; CGRPR = receptor do peptideo relacionado ao gene da calcitonina;
GAP = junc¢do comunicante.

1.3 Obesidade

A prevaléncia de obesidade aumentou de modo bastante acelerado a partir

do final do século XX, tanto em paises industrializados quanto em paises em

7z

desenvolvimento, como é o caso do Brasil. Dados da Sociedade Brasileira de
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Endocrinologia e Metabolismo mostram que 18 milhdes de brasileiros séo obesos e
que cerca de 70 milhBes apresentam sobrepeso. Atualmente a obesidade é
considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo *'.

A obesidade, de modo independente, ou em associagdo com outras doencas,
€ considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes
tipo 2, hipertensdo, doenca coronariana, certos tipos de cancer, complicacdes
respiratérias, dentre outras. O aumento da ingestdo de alimentos cal6ricos e do
estilo de vida sedentario com a consequente reducdo do gasto energético em
individuos geneticamente predispostos sdo fatores fortemente implicados como
causas primarias da epidemia mundial de obesidade “®. O aumento da prevaléncia
de obesidade ndo esta restrito apenas a populacédo adulta. Em diversas regides do
mundo o sobrepeso e a obesidade infantil ttm aumentado substancialmente nos
ultimos 20 anos. Este quadro tem sido acompanhado pelo aumento concomitante de
hipertenséo, dislipidemia e diabetes tipo 2, doencas que, anteriormente, eram quase
que exclusivamente presentes apenas em adultos *°.

O peso corporal é determinado por uma interacdo de fatores genéticos,
ambientais e psicossociais que atuam por meio de mediadores fisiologicos que
controlam a ingestéo e o gasto energético. Embora as diferencas genéticas sejam de
importancia inquestionavel, o desenvolvimento da obesidade é mais bem explicado
pelas mudancas comportamentais e ambientais que resultaram dos avancos
tecnolégicos. Assim, a obesidade pode ser definida como uma condicdo na qual
ocorre acumulo de gordura corporal em tal extensdo que pode afetar adversamente
a saude. O acumulo de tecido adiposo branco, levando ao sobrepeso (indice de
massa corporal 25-30 kg/m?) e & obesidade (indice de massa corporal = 30 kg/m?),
esta relacionado com condi¢cBes como dislipidemia, resisténcia a insulina e disfuncao
vascular, as quais contribuem para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares *°.

Quando se associa a obesidade como fator de risco para complicacdes
vasculares, é importante considerar ndo apenas a magnitude da obesidade, mas
também, e talvez este constitua o parametro mais relevante, a distribuicdo de
gordura corporal. Ha diferencas no risco atribuivel a obesidade baseado na
heterogeneidade de localizacdo do tecido adiposo entre individuos obesos. Neste

sentido, em adi¢do a gordura corporal total, o0 acimulo de gordura intra-abdominal
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ou visceral tem sido considerado como fator de risco independente para doencas

cardiovasculares. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a adiposidade

visceral, avaliada pela razdo cintura-quadril >*->2

53-54

ou por tomografia computadorizada
, esta relacionada com doencas da artéria coronaria, independentemente do
indice de massa corporal.

1.4 Disfuncao Endotelial na Obesidade

A obesidade est4d intimamente relacionada com disfun¢do endotelial.
Demonstrou-se de forma bastante consistente que individuos obesos apresentam
prejuizo na funcdo arterial caracterizado pela reducao da vasodilatacdo dependente
de endotélio *°. A disfuncéo endotelial na obesidade constitui um dos mecanismos
pelos quais esta condicéo leva ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares *°.

O endotélio vascular representa papel importante na manutencdo da
homeostase cardiovascular. Além de proporcionar uma barreira fisica entre o limen
e a parede do vaso, o endotélio regula ativamente o tbnus vascular basal e a
reatividade vascular em condic¢des fisioldgicas, respondendo a forcas mecénicas e a
mediadores neurohumorais, além de liberar uma variedade de fatores contrateis e
relaxantes. Frente a estimulos especificos, as células endoteliais podem liberar
EDRFs, como também fatores contrateis derivados do endotélio (EDCFs) >’. Os
EDRFs incluem o NO, a prostaciclina (PGl;) e o EDHF. Os EDCFs compreendem a
angiotensina Il (Ang Il), a endotelina-1 (ET-1), as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e os prostandides vasoconstritores *°. Em condicdes fisiolégicas, o tdnus
vascular é garantido pelo equilibrio exercido por estes fatores, especialmente os
produtos da ciclooxigenase (COX), em conjunto com o NO e o EDHF. O
desequilibrio na producéo e/ou liberacéo dos fatores envolvidos no relaxamento e na
contracdo vasculares, com aumento de EDCFs e/ou diminuicdo dos EDREFs,
caracteriza a disfuncéo endotelial *°.

Os mecanismos que levam ao desenvolvimento da disfuncédo endotelial na
obesidade ndo estdo completamente esclarecidos. A perda da funcdo modulatoria
do endotélio, com alteracbes na geracdo e/ou liberacdo dos mediadores envolvidos

60

no relaxamento -, especialmente o NO, e na contracdo vascular em resposta a

estimulo por agentes vasoconstritores °!, parece ter participagdo critica no

desenvolvimento desta alteracéo.
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Estudos demonstram também o papel importante do estresse oxidativo no
desenvolvimento da disfuncéo vascular na obesidade. Um estudo clinico demonstrou
qgue a diminui¢do da resposta vasodilatadora dependente de endotélio em individuos
obesos esta relacionada, ao menos em parte, ao estresse oxidativo, tendo-se em
vista que a co-infusdo de vitamina C melhorou, embora n&o tenha normalizado
completamente, a resposta a acetilcolina (ACh), um agente vasodilatador

dependente de endotélio 2

. Estudos experimentais também demonstram que a
obesidade é acompanhada por diminuicao da vasodilatacdo dependente de NO, que
pode ocorrer devido ao aumento da producdo de EROs, como o0 anion superoxido
(O2), que inativa o NO. Estudo recente em nosso laboratério demonstrou que a
obesidade promove aumento da resposta contrati e reducdo da resposta
vasodilatadora dependente de endotélio no leito arteriolar mesentérico isolado.
Essas alteracGes foram relacionadas com reducao da producéo de NO, aumento da

geracdo de EROs e reducéo da razdo PGI,/TXA; no leito arteriolar mesentérico %

1.5 O Modelo de Obesidade Monogenética Zucker

Existem atualmente diversos modelos de obesidade disponiveis, os quais tém
sido propostos a fim de investigar a patogénese, bem como os aspectos metabdlicos
e vasculares envolvidos nesta condi¢do. Os estudos em modelos animais tém sido
bastante Uteis no estabelecimento das causas e consequUéncias da obesidade e
podem, também, ter participacdo importante no desenvolvimento de procedimentos
mais efetivos para a prevencéao e o tratamento desta condicao.

Alguns dos modelos experimentais utilizados ajudaram a esclarecer
caracteristicas monogenéticas da obesidade ®*®. Para se elucidar, por exemplo, o
mecanismo de acdo da leptina e a resisténcia a insulina consequente a alteracdo na
sinalizacdo da leptina, a primeira alteracdo descrita foi uma mutacdo no cromossomo
6, que codifica 0 gene de sintese da leptina, o gene ob. A auséncia de leptina nos
camundongos ob/ob faz com que eles sejam hiperfagicos, diabéticos e obesos °°. Na
ocasido, ganhou forca a hipdétese de que a hipoleptinemia pudesse ser a maior
determinante da obesidade. Entretanto, estudos posteriores mostraram que
mutacbes no gene que determina a sintese do receptor de leptina promoviam
aparecimento de resisténcia a insulina, hiperleptinemia e obesidade. Sdo exemplos

destes animais os ratos obesos Zucker (OZRs, fa/fa). Este modelo experimental
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auxiliou no desenvolvimento do conceito de resisténcia a acdo hipotalamica a leptina
67-68.

O rato Zucker (fa/fa) € um dos mais bem conhecidos e mais amplamente
utilizados modelos de obesidade genética. A mutacdo do gene fa que determina a
sintese do receptor de leptina foi descoberta por Zucker e Zucker (1961, 1963) *7,
durante os cruzamentos das matrizes conhecidas como Sherman e Merck M
(linhagem 13M) ®*"°. Os animais eram homozigotos para o alelo fa, que determinava
a sintese de receptores de leptina ndo funcionais (fa/fa) e se tornavam notavelmente
obesos por volta da terceira e da quinta semana de vida. Na décima quarta semana
de idade, a composicao corporal dos OZRs ja era correspondente a 40 % de lipideos
e com 40 semanas eles chegavam a pesar duas vezes mais do que seus
respectivos controles (Lean Zucker rats - LZRs) ™. A obesidade nestes animais é

herdada como uma heranca recessiva mendeliana. Os animais afetados sé&o

70, 72 71

hiperlipémicos, hipercolesterolémicos e hiperinsulinémicos '°, além de
desenvolverem hipertrofia e hiperplasia de adipécitos . Além das alteracdes em
parametros metabdlicos, demonstrou-se que OZRs na fase adulta apresentam
pressdo arterial maior do que os controles . Os ratos que apresentam genotipos
homozigotos dominantes (+/+) ou heterozigotos (fa/+) permanecem magros,
normoglicémicos e normotensos.

A mais valiosa contribuicdo do OZR tem sido sua utilizacdo como modelo de
obesidade humana que se estabelece na fase jovem da vida. Muitos investigadores
tém utilizado este modelo para estudar o desenvolvimento, a etiologia, as patologias
associadas, 0s possiveis tratamentos e os mecanismos envolvidos neste tipo de
obesidade genética considerada de grau severo.

O OZR é significantemente hiperfagico quando comparado ao LZR, jA com 17
dias de vida "° e esta diferenca se torna mais significativa durante periodos de rapido

®E importante

crescimento, por exemplo, nas 16 primeiras semanas de vida
considerar que a hiperfagia ndo é necessaria para a expressao do fenotipo obeso
gue OZRs apresentam. Isto € justificado a partir de observacées de que uma das
primeiras alteracdes observadas nos OZRs € o aumento da atividade da enzima
lipase lipoprotéica no tecido adiposo, a qual esta significantemente correlacionada
com aumento da captacdo de triglicerideos pelo tecido adiposo *’. A atividade desta
enzima ja esta elevada em OZRs aos doze dias de vida, periodo onde ainda nao é

possivel identificar visualmente estes animais como obesos e a hiperfagia ainda nao
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é identificada ®. O aumento da atividade da lipase lipoprotéica precede também
outras alteragbes presentes na obesidade em OZRs, tais como 0 aumento da
lipogénese hepética e a hiperinsulinemia .

Ao contréario de seu amplo uso como modelo de obesidade, os OZRs néo tém
sido extensivamente utilizados como modelo de diabetes tipo 2. Isto ocorre muito
provavelmente porque esses animais sdo relativamente normoglicémicos,
desenvolvendo pequenos aumentos na glicemia apenas ocasionalmente . A
resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia ocorrem na fase jovem dos ratos Zucker,
seguida pela evolucdo para o0 prejuizo na capacidade secretéria de insulina. A
hiperglicemia, quando ocorre, se manifesta por volta da décima segunda semana de
idade ™. Porém, a presenca de resisténcia a insulina jA pode ser detectada nos
animais com 6-7 semanas %°, indicando que OZRs, na fase jovem, representam um

modelo normotenso de obesidade e resisténcia a insulina.
1.6 Ativacéo do Sistema Endocanabindide na Obesidade

Diversos estudos tém relatado consistentemente que ocorre aumento da
ativacdo do sistema endocanabinodide na obesidade. De fato, o aumento dos niveis
dos canabinoides endégenos anandamida e 2-AG no plasma de individuos obesos
foi correlacionado com adiposidade visceral, sugerindo que o0 aumento da ativacao
do sistema endocanabindide contribui para a obesidade e as desordens

relacionadas a esta condicdo .

Estas evidéncias foram acompanhadas pelo
desenvolvimento clinico de antagonistas do receptor CB1 para o tratamento da
obesidade ®, dislipidemia , diabetes tipo 2 ® e aterosclerose ®°. Estudos sugeriram
gue a alta eficacia dos antagonistas CB1 na reducdo do peso corporal em animais
obesos e também em humanos € devida ao aumento da atividade do sistema
endocanabindide na obesidade ®°. Isso ocorre por um mecanismo independente da

inibicdo da ingestdo alimentar, e ndo ocorre somente no sistema nervoso central ¥,

mas também nos tecidos periféricos 2% 24 81,

Hormonios como a leptina, que regula a biossintese de endocanabindides no
hipotalamo, tém sido alvos crescentes de investigacdo como possiveis envolvidos na
perda da regulacdo do sistema endocanabinéide na obesidade 8. Demonstrou-se
gue a leptina controla negativamente os niveis de endocanabindides no tecido

adiposo branco #°. Adicionalmente, em outros tecidos periféricos, a insulina parece
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ter papel importante reduzindo os niveis de endocanabindides ou aumentando sua
degradacdo em animais que nao apresentam obesidade . Portanto, ndo somente a
resisténcia a leptina, mas também a perda da sensibilidade a insulina pode resultar
em elevacdo dos niveis de endocanabindides. Esse fenbmeno parece preceder o
desenvolvimento da obesidade.

Os niveis desregulados de endocanabindides (assim como o0 aumento da
expressao de receptores CB1) podem afetar as acdes biolégicas que sdo exercidas
por este sistema em varios O6rgaos. Por exemplo, estudos experimentais
demonstraram que a estimulacdo de receptores CB1 pelos compostos canabindides
numerosas respostas fisioldgicas, tais como ingestdo alimentar %. O aumento da
expressdo destes receptores no hipotdlamo pode n&do sO promover ingestao
alimentar e balanco energético positivo, mas também levar a obesidade e as
desordens metabdlicas relacionadas a esta condicao.

Estudos demonstraram ainda que os compostos canabindides estimulam a
atividade da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) no hipotalamo, o que
poderia explicar seus efeitos orexigénicos. Por outro lado, eles inibem a atividade
desta enzima no figado e tecido adiposo, o que levaria ao acumulo de gordura
nestas regioes, que juntamente com o efeito central, contribuiria para o ganho de
peso e 0 aumento da massa de tecido adiposo branco . A AMPK pertence & familia
de enzimas que sdo ativadas em consequéncia do estresse celular resultante da
deplecdo de trifosfato de adenosina (ATP), agindo assim como reguladora da
homeostase energética celular e sistémica. Os principais efeitos agudos
provenientes da ativacdo da AMPK podem ser resumidos em dois componentes:
supressdo das vias de utilizacdo de ATP, que incluem a sintese de acidos graxos,
glicogénio, colesterol e proteinas; e ativacdo de processos de geracdo de energia
(ATP), que incluem aumento da captacao de glicose, estimulo da oxidacao de acidos
graxos, inibicdo da producéo de glicose, controle da secrecdo de insulina e aumento
da ingest&o alimentar **.

Especificamente no que tange ao tecido adiposo, onde a ativacédo do receptor
CB1 estimula a adipogénese e a lipogénese **, 0 aumento da atividade canabindide
pode contribuir para o acumulo de gordura. Considerando o papel importante da
gordura visceral na génese da resisténcia a insulina, este fenébmeno pode facilitar o

desenvolvimento de diabetes tipo 2 %. Uma vez que a estimulacdo de receptores
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24 este cenario

CBL1 inibe a expressao e a liberacdo de adiponectina por adipdcitos
pode ser ainda mais prejudicado na presenca de hiperativacdo do sistema
endocanabindide. Isso ocorre, pois a adiponectina protege a musculatura
esquelética contra a resisténcia a insulina além de inibir a liberacdo e os efeitos
promovidos por citocinas pré-inflamatorias.

No figado, 0 aumento da expresséo de receptores CB1 e também dos niveis
de endocabindides facilita a producéo excessiva de acidos graxos e triglicerideos, os
quais, por sua vez, contribuem para a resisténcia a insulina, para a reducao na razao
HDL/ VLDL colesterol, e para a esteatose hepatica .

O aumento generalizado dos niveis de endocanabindides também aumenta
diretamente os niveis de triacilglicer6is por prejudicar o clearance, mediado pela

apolipoproteina E, de lipoproteinas ricas em triacilglicer6is .

No péancreas, a
consequéncia do aumento da atividade do sistema endocanabindide inclui aumento
da liberac&o de insulina por este tecido ?*. Esta alteracdo, combinada com a reducao
da sensibilidade a insulina, pode levar a hiperglicemia e, eventualmente, a hipertrofia
e morte das células B, contribuindo assim para o desenvolvimento do diabetes tipo 2
88-

Alteracbes na atividade do sistema endocanabindide tém sido descritas em
modelos experimentais de obesidade induzida por dieta e também em modelos
genéticos %" %, No que tange ao modelo experimental de obesidade utilizado no
presente estudo (OZRs), alteracbes na atividade do sistema endocanabinéide
também ja foram descritas. Nesse modelo experimental, em que a sinalizacdo
mediada pela leptina esta prejudicada, ndo foi surpresa a observacao dos niveis de
endocanabinbéides permanentemente elevados no tecido que apresenta maiores
niveis de expressao dos receptores para leptina, que € o hipotalamo, onde a leptina
inibe a sintese de endocanabindides ®’. Nestes animais, o tratamento crénico com o
antagonista de receptores canabindides CB1 (o composto rimonabanto) reduziu a
faléncia renal, a disfuncdo da célula beta *° e a esteatose hepatica **. Esses efeitos
ocorreram de modo totalmente independente de seus efeitos sobre a ingestédo
alimentar. De fato, uma observagcdo que merece especial mencao € que o aumento
do gasto energético é o principal mecanismo envolvido na perda de peso induzida
pelo rimonabanto na obesidade. Esse efeito € independente de sua acdo anoréxica.

Estudo recente mostrou também que o0s niveis do agonista canabindide

anandamida encontram-se elevados no pancreas, no figado e no duodeno de OZRs
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% Esses dados, em conjunto, indicam que a hiperatividade persistente do sistema
endocanabindide em tecidos que controlam o balanco energético pode ter, entéo,
papel central ndo s6 no desenvolvimento da obesidade como no surgimento dos
fatores de risco a ela agregados em OZRs. Entretanto, o papel da obesidade sobre
as respostas mediadas por agonistas canabindides no sistema vascular ndo foram

ainda investigados.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O sistema endocanabindide, que apresenta pronunciados efeitos metabdlicos
e vasculares em condi¢cdes fisiologicas, encontra-se ativado na obesidade, em
tecidos que controlam o balanco energético, como o tecido adiposo branco.
Entretanto, os efeitos da obesidade sobre as acbes vasculares mediadas por este
sistema néo foram ainda investigados. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da obesidade sobre o relaxamento a agonistas canabindides em
artérias mesentéricas de resisténcia. Considerando o papel fisiolégico do sistema
endocanabindide no controle da fungcéo vascular, propomos a hipotese de que a
obesidade prejudica o relaxamento mediado pela anandamida, um dos principais
agonistas canabinoides. Para investigar nossa hipotese, utilizamos ratos obesos
Zucker (OZRs) jovens (6-7 semanas de idade), um modelo que manifesta obesidade

e disfuncao vascular.

33



Lobato NS

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos obesos e seus respectivos controles da linhagem
Zucker com 6-7 semanas de idade (Harlan laboratories, Madison, WI). Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo colégio brasileiro de experimentac¢do animal
(COBEA) e pelo comité institucional para uso e cuidado de animais em
experimentacdo do Medical College of Georgia (Augusta, GA, EUA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do ICB
(Protocolo numero: 007/04). Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno,
acondicionadas em ambiente com temperatura controlada de 22 + 2 °C e ciclo claro-

escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e alimento.
3.2 Caracterizacdo da Obesidade

A obesidade foi avaliada pela determinacdo do peso corporal (g) e do peso
relativo (g/100g peso corporal) das gorduras periepididimal e retroperitonial. Durante
todos o0s protocolos experimentais o acumulo de gordura retroperitonial e
periepididimal foi avaliado.
3.3 Determinacéao da Glicemia

Foi coletada uma gota de sangue caudal em ratos submetidos a privacao
alimentar de 4 horas. A glicemia foi determinada com o uso de glicosimetro e fitas
(Advantage®, South San Francisco, California, USA).

3.4 Determinacédo da Pressao Arterial Caudal

A pressédo arterial caudal dos ratos acordados foi determinada por método

indireto, através da pletismografia de cauda. Dois dias antes da primeira medida de
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pressao arterial caudal os ratos foram submetidos a um periodo de adaptacdo que
envolvia o aquecimento dos animais em estufa especial por 10 minutos a 33 °C e a
contencdo em cilindro de acrilico, com abertura para focinho e cauda. ApGs o
procedimento de adaptacéo foram determinados os niveis pressoéricos dos ratos. Um
oclusor e um sensor foram ajustados a porcao proximal da cauda do rato, acoplados
ao esfigmomanémetro elétrico PE-399 conectado a um sistema de transducédo (Kent
Scientific Corporation, CT). O valor final da presséo arterial caudal de cada animal

representa a média aritmética de trés medidas sequenciais.
3.5 Estudo da Reatividade Vascular em Artérias Mesentéricas de Resisténcia

Foi utilizado o método descrito por Mulvany e Halpern (1977) . Os animais
foram sacrificados em camara de CO,. O leito mesentérico foi removido e colocado
em uma placa de Petri contendo solugcéo de Krebs-Henseleit a 4 °C (composicdo em
mM: NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO3; 25; CaCl,.2H,0 2,5; KH,PO4 1,2; MgS04.7H20
1,2; EDTA 0,01 e glicose 11). O terceiro ramo da artéria mesentérica superior foi
dissecado e cortado em segmentos de 2,0 mm de comprimento com o auxilio de um
microscopio de dissecacao. Dois fios de tungsténio (40 um de didmetro) foram entéo
inseridos no limen das artérias e fixados em um miédgrafo para vasos de resisténcia
(Figura 2) para o estudo da tensdo isométrica. Esse miografo, por sua vez, foi
conectado a um sistema para aquisicdo de dados (PowerLab / 8SP, ADinstruments,

Australia) e este a um computador.
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Figura 2 - Esquema da preparacdo em mibégrafo para vasos de resisténcia isolados
desenvolvido por Mulvany e Halpern (1977) *°.

3.5.1 Normalizacao das artérias de resisténcia

O propoésito do procedimento de normalizacdo é distender o segmento
vascular até que se atinja a chamada circunferéncia interna normalizada (IC1):
definida como uma fracdo determinada da circunferéncia interna (IC100) que um
segmento totalmente relaxado teria em uma determinada presséo transmural. Para
artérias mesentéricas de resisténcia, a pressao transmural alvo € de 100 mmHg, que
corresponde a 13,3 kPa.

Apés o periodo de estabilizacdo e aquecimento dos segmentos vasculares
(15 minutos) em solucdo de Krebs-Henseleit (pH 7,4 e a 37 °C), as artérias
mesentéricas foram distendidas de forma gradativa e a leitura do micrémetro e da
forca aplicada foram registrados a cada ponto (Figura 3). Estes dados foram entao

convertidos em valores de circunferéncia interna (um) e de tensdo na parede
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vascular T (mN/mm), respectivamente. A plotagem da tens&o na parede do vaso
contra a circunferéncia interna revela uma curva exponencial. Pela aplicacdo da
curva de isobarra correspondente a 100 mmHg, a IC100 € entdo calculada a partir
do ponto de interse¢do, utilizando o software especifico para normalizacdo de
artérias de resisténcia (DMT Normalization Module, ADInstruments, Australia)
(Figura 3). A IC1 foi calculada a partir da 1IC100 por meio da férmula IC;= 0,90 x
IC100, dando uma circunferéncia interna na qual a producao de for¢a ativa bem como
a sensibilidade do segmento a agonistas € maxima. O didmetro interno normalizado

foi calculado dividindo-se IC1 por 1.

A

Forga (mN/mm)
S——
=z

N

3

Tempo (min)

Figura 3 - llustracao do procedimento de normalizacéo.

3.5.2 Protocolo experimental

Apés 15 minutos do processo de normalizacdo, as artérias foram contraidas
com a administracdo de cloreto de potassio (KCl, 120 mM), com a finalidade de se
avaliar a integridade funcional. Apés um periodo de lavagem e estabilizacdo por
mais 15 minutos, a integridade do endotélio foi testada por meio da avaliacdo do
relaxamento a ACh (vasodilatador dependente de endotélio) em vasos pré-
contraidos com fenilefrina (FE, 1 puM). A auséncia de relaxamento a ACh ou a
presenca de relaxamento de até 5% do valor da pré-contracdo em artérias
mesentéricas submetidas previamente a remocdo mecéanica do endotélio, com o
auxilio de um fio de cabelo, segundo protocolo descrito por Mulvany e Halpern

(1977) %, foi dada como prova da retirada do endotélio.
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Curvas concentracao-resposta cumulativas para anandamida, para o agonista
seletivo de receptores canabinodides CB1 (araquidonil-2-cloroetilamida, ACEA), para
0 agonista seletivo de receptores canabindides CB2 (2-Metil-1-propil-1H-indol-3-il-1-
naftalenilmetanona, JWH-015) e para o agonista de receptores vanildides
(capsaicina) foram realizadas em artérias mesentéricas pré-contraidas com o
composto U46619 (1 uM). Para determinar o papel do endotélio no relaxamento
induzido pela anandamida, as respostas foram também avaliadas em artérias
mesentéricas sem endotélio. Para determinar o envolvimento dos receptores
canabindides na resposta a anandamida, artérias mesentéricas foram pré-incubadas
com o antagonista especifico de receptores CB1 (AM 251, 1 uM) ¥ ou com o
antagonista especifico de receptores CB2 (AM 630, 1 pM) %,

Para investigar o envolvimento das fibras nervosas sensoriais na resposta
mediada pela anandamida, artérias mesentéricas foram incubadas com diferentes
bloqueadores. A dessensibilizacdo das fibras nervosas sensoriais do tipo C foi
induzida utilizando a neurotoxina capsaicina (1 UM por 20 minutos, seguida por um
periodo de lavagem de 40 minutos) *. A exposicdo aguda & capsaicina ativa fibras
nervosas sensoriais, porém, apos exposicdo prolongada, conforme realizado neste
protocolo, ocorre dessensibilizacdo do nervo. A lavagem por 40 minutos garante a
remoc&o de qualquer neuropeptideo residual que possa ter sido liberado *®.

Considerando que os receptores vanildides tém sido identificados como local
de ligacdo da anandamida nas fibras nervosas do tipo C *°*, investigamos o efeito do

102

bloqueador seletivo de TRPV-1, o composto capsazepina (3 uM) ~“ e do bloqueador

ndo seletivo de canais de cétions, o composto vermelho de ruténio (30 uM) %,
Adicionalmente, a participacdo dos produtos liberados apés ativacdo dos receptores
vaniloides foi investigada pelo uso do antagonista do receptor do CGRP (a-CGRP
(8-37), 1 uM) *2 ou do antagonista do receptor purinérgico P2Y1 (MRS 2179, 1 pM)
104-

Para examinar a contribuicdo dos EDRFs na resposta da anandamida, os
vasos foram incubados com o inibidor da enzima NOS (L-NAME, 100 uM), com o
inibidor da enzima COX (indometacina 10 uM) ou com os bloqueadores de canais de
K* ativados por Ca** de baixa, média e alta condutancia (apamina e caribidotoxina,
100 pM) .

A contribuicdo da adenilil ciclase, da AMPK e da ERK1/2 na resposta da

anandamida foi avaliada utilizando os compostos: forskolin (ativador da adenilil
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ciclase, 1 upM), SQ2256 (inibidor da adenilil ciclase, 1 pM), aminoimidazol
carboxamida ribonucleotideo (AICAR, ativador da AMPK, 1mM) ou PD98059
(inibidor da ERK1/2, 1 pM) 10>1€,

Quando os inibidores foram utilizados, os vasos foram incubados com os
compostos por 30 minutos e permaneceram durante os ensaios de relaxamento. Os
inibidores utilizados ndo alteraram a tensé@o basal das artérias de LZRs ou de OZRs.
Uma vez que ndo detectamos diferenca nas respostas a anandamida nos vasos sem

endotélio, os estudos foram realizados em artérias com o endotélio intacto.

3.6 Quantificacdo Protéica por Western Blotting

3.6.1 Extrato total

Artérias mesentéricas isoladas de ratos do grupo LZR e OZR, incubadas ou
nao com anandamida (1uM, 30 minutos), foram isoladas, congeladas em nitrogénio
liquido, pulverizadas e homogeneizadas em tampéao de lise gelado (coquetel inibidor
de proteases ([4-{2-aminoetil} fluoreto de benzenosulfonil, pepstatina A, E-64,
bestatina, leupeptina e aprotinina]; Sigma Aldrich) acrescido de ortovanadato de
soédio (10 mM), PMSF (fluoreto de fenilmetil-sulfonil, 10 mM) e coquetel inibidor de
protease (1%). A pulverizacdo dos tecidos foi realizada com o auxilio de um
homogeneizador mecanico. Os extratos teciduais foram centrifugados a 10000 rpm a
4 °C por 50 minutos para a remoc¢ao do material insollivel. Apos a centrifugacao, foi
guantificado o conteudo protéico total, utilizando o método de BCA (acido
bicinconinico, Thermo Scientific). As amostras foram entdo tratadas com tampao de
Laemmli contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM) e 40 pg de proteina total foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE 8%) em aparelho
para mini gel (BioRad, Hercules, USA). Em cada gel havia um marcador com peso

molecular de valores estabelecidos.

3.6.2 “Immunoblotting”

A transferéncia das proteinas separadas no gel para a membrana de
nitrocelulose foi feita eletricamente, por meio de aparelho da BioRad por 2 horas a

100 V. O tampéo foi acrescido de SDS 0,1% para melhorar a eluicdo de proteinas de

39



Lobato NS

alto peso molecular. As membranas foram incubadas com soluc¢éo bloqueadora (leite
desnatado 5%) a temperatura ambiente por 2 horas, para reduzir a ligacéo
inespecifica de proteinas na membrana.

As membranas foram incubadas individualmente com diferentes anticorpos:
anti-CB1 (1:250, Sigma), anti-CB2 (1:1000, Sigma), anti—-TRPV-1 (1:2000, Sigma),
ant—AMPK (1:1000, Cell signaling), anti-fosfo AMPK (Thrl72, 1:1000, Caell
signaling), anti-acetil CoA carboxilase (1: 1000, Cell signaling), anti—fosfo acetil CoA
carboxilase (Ser79, 1:1000, Cell signaling), anti-eNOs (1:500, Cell signaling), anti—
fosfo eNOs (Ser1177, 1:1000, Cell signaling), anti—-ERK1/2 (1:1000, Cell signaling),
anti-fosfo ERK1/2 (Thr 202/Tyr204, 1:1000, cell signaling) e anti-B-actina (1:20000,
Sigma). Essas incubacdes foram feitas com solucdo bloqueadora (leite 5%), por 18
horas a 4 °C. Em seguida as membranas foram lavadas com a solucdo tampéo
(TBS-T) por 30 minutos e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, por 1h em temperatura ambiente e, logo apds, com a solucdo para
detecgao por quimioluminescéncia como descrito no protocolo do kit. A emissao de
luz foi detectada e visualizada em auto-radiografias. A intensidade das bandas foi
guantificada por densitometria Optica através da utilizacdo de programa de analise

de intensidade de bandas (Scion Image).

3.7 Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal

3.7.1 Obtencéo do material

Os animais foram sacrificados em camara de CO, e, ap0s laparotomia, o
mesentério foi cuidadosamente exposto. Artérias mesentéricas de segunda ordem
com o endotélio intacto foram removidas e colocadas em solucdo fixadora de
paraformaldeido 4% (PFA) por 6 horas. ApGs a fixacdo, as artérias foram
crioprotegidas em solucdo de sacarose 30% e em seguida emblocadas em meio
para congelamento OCT (Sakura Finetek USA, Torrance, CA), e mantidas a -80 °C
até a realizacao dos cortes. Para garantir que os cortes utilizados abrangessem uma
porcéo significativa da artéria mesentérica, foram feitos quinze cortes ndo seriados
de 20 ym de espessura com 0 auxilio de um criostato a -25 °C e estes foram
colocados em laminas silanizadas. Apds esse procedimento os cortes foram

armazenados em freezer (-20 °C) para posterior analise.
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3.7.2 Imunofluorescéncia

As laminas referidas no item anterior foram lavadas em tampéao de fosfato
salina (PBS) 0,1 M durante 5 minutos. Apds lavagem em PBS, os cortes foram
bloqueados com solugéo de albumina de soro fetal bovino (BSA, 0.1%) por uma
hora a temperatura ambiente. Os cortes foram subsequentemente incubados com
anticorpo monoclonal produzido em coelho anti-CB1 (1:100, Abcam), anticorpo
policlonal produzido em coelho anti-CB2 (1:100, Abcam) ou anticorpo produzido em
mouse anti-von Willebrand (1:500, Abcam), por 18 horas a 4 °C. As reac¢des controle
foram realizadas substituindo-se o anticorpo primario por PBS 0,1 M com Tween 20
a 0,3%. Apos o periodo de incubacéo, as laminas foram lavadas trés vezes a cada 5
minutos em PBS 0,1 M.

Apoés lavagem em PBS, os anticorpos secundarios fluorescentes, goat anti-
mouse IgG Alexa Fluor 488 e goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 (1:1000, Molecular
Probes) foram aplicados e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, os cortes foram novamente lavados por trés vezes de 5 minutos cada, em
PBS 0,1 M e em seguida foram incubados com o composto 4'-6'-diamino-2-fenil-indol
(DAPI, 1:200, por 5 minutos), um marcador de nucleo. Apos este periodo realizou-se
entdo uma nova série de lavagens de 5 minutos por 3 vezes, utilizando PBS. Os
cortes foram entdo cobertos com meio para montagem (Gel/Mount medium;
Biomeda, Foster City, CA) e protegidos da luz até que fosse realizada a aquisi¢ao
das imagens, utilizando um microscépio confocal do tipo laser-scanning (Leica TCS-

DMRE, Germany), com objetiva de imersdo em 6leo (63X).

3.8 Andlise Estatistica

Os resultados estdo expressos como meédia + erro padrao da média (epm). O
teste “t” de Student ou a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste
de Bartlett para a homogeneidade das variancias e teste de multiplas comparacdes
Tukey-Kramer foram utilizados quando pertinente. O nivel de significancia minima

aceitavel foi p < 0,05.
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3.9 Drogas Utilizadas

ACh, FE, L-NAME, forskolin, SQ2256, AICAR, PD98059, MRS2179 e a-
CGRP (8-37) foram obtidos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). Anandamida,
ACEA, JWH-015, AM251, AM630, capsazepina, capsaicina, vermelho de ruténio e
AM404 foram obtidos da Tocris (Ellisville, MO). O composto URB597 foi obtido da
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas Gerais do Modelo de Obesidade Monogenética Zucker

A tabela 1 mostra os dados referentes as caracterizacdo do modelo de
obesidade utilizado neste estudo. Conforme descrito na tabela, OZRs com 6-7
semanas de idade apresentam obesidade, caracterizada pelo aumento significativo
do peso corpéreo e pelo acumulo de gordura visceral (representada pelas gorduras
periepididimal e retroperitonial). As concentracdes de glicose sanguineas bem como
0s niveis de presséao arterial s&o semelhantes entre LZRs e OZRs nesta fase em que

foram utilizados para o presente estudo.

Tabela 1- Caracteristicas gerais de ratos Zucker controles (LZRs) e obesos (OZRs) com 6-7
semanas de idade

Parametro LZR OZR
Peso corporeo (9) 193,0+£11,1 283,3+£18,2*
Gordura retroperitonial (g/100 g de peso corporeo) 0,46%0,03 2,05+0,30*
Gordura periepididimal (g/100 g de peso corporeo) 0,54+0,02 2,30,45*
Glicose (mg/dL) 130,0+0,8 134,0£2,5
Presséo sanguinea (mmHQ) 110,5+£3,6 116,8+1,6

Valores representam a média + epm. n=10/grupo. * p<0,05 vs. LZR.
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42 Medida do Diametro Luminal Efetivo das Artérias Mesentéricas de
Resisténcia

A tabela 2 mostra os valores do diametro luminal efetivo, correspondente a
medida da circunferéncia interna das artérias mesentéricas de resisténcia isoladas
de LZRs e de OZRs. O diametro luminal efetivo das artérias mesentéricas isoladas
de OZRs néo foi estatisticamente diferente daquele observado em artérias de LZRs
(Tabela 2).

Tabela 2- Diametro luminal efetivo das artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de

ratos controles Zucker gLZRz e obesos Zucker SOZRz com 6-7 semanas de idade.
Parametro LZR OZR

Diametro luminar efetivo 269,0+12,8 271,3+8,9

Valores representam a média £ epm. n=20/grupo.
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4.3 Avaliacdo da Contracdo ao Cloreto de Potassio em Artérias Mesentéricas
de Resisténcia

A resposta contratil induzida pelo KCI foi semelhante em artérias

mesentéricas de LZRs (9,9 + 0,5) e de OZRs (9,9 % 0,6) (Figura 4).

151

1

Forca (mN)

(63}
I

LZR OZR

Figura 4 — Contracao ao cloreto de potassio (KCl) em artérias mesentéricas de resisténcia

com o endotélio intacto isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos

Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. Cada ponto representa a média +
epm. n=6/grupo.
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4.4 Avaliacdo do Relaxamento Dependente de Endotélio a Acetilcolina em
Artérias Mesentéricas de Resisténcia e o Efeito da Incubagdo com Anandamida

O relaxamento dependente de endotélio induzido pela ACh foi menor em
OZRs quando comparado aquele observado em artérias de LZRs (Figura 5A, Tabela
3). A incubacdo com anandamida por 30 minutos corrigiu a reducao do relaxamento
dependente de endotélio a ACh em OZRs, sem afetar a resposta mediada pela ACh
no grupo LZR (Figura 5B, Tabela 3).

A
0 B 0~ LZR
< - OZR
§ 20+ § 20+ LZR- Anandamida
o o OZR- Anandamida
£ 40 £ 404
Q ]
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@ 60+ S 60+
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100-= 100+
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- Log [M] ACh - Log [M] ACh

Figura 5 — Curvas concentracao-efeito a acetilcolina (ACh) em artérias mesentéricas de
resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR)
com 6-7 semanas de idade. Artérias mesentéricas com o endotélio intacto
foram contraidas com o composto U46619 (1 uM) e curvas concentracdo-efeito
a ACh foram realizadas na presenca (A) ou ha auséncia (B) de anandamida
(1uM, pré-incubada por 30 minutos). Cada ponto representa a média £ epm.
n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR.
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Tabela 3 — Efeito da incubacdo com anandamida sobre a resposta maxima a acetilcolina
(ACh) em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles
Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rwmax pD2 Rwmax pD,
ACh 85,4+1,1 ND 69,2+1 ,4* ND
ACh + Anandamida 89,1+1,4 ND 82,3+1,9# ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

n=5-6/grupo. * p<0,05 vs LZR, ¥ p<0.05 vs. OZR na auséncia de anandamida.
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4.5 Avaliacdo da Resposta Contratil & Fenilefrina em Artérias Mesentéricas de
Resisténcia e o Efeito da Incubagcdo com Anandamida

A resposta contratil a FE foi maior tanto em artérias mesentéricas com o
endotélio intacto quanto em artérias mesentéricas sem endotélio de OZRs quando
comparados a LZRs (Figura 6A, Tabela 4). A incubacdo com anandamida por 30
minutos corrigiu o aumento da contracdo a FE em artérias mesentéricas com o
endotélio intacto de OZRs (Figura 6B, Tabela 4). Por outro lado, quando a incubacédo
foi realizada em anéis sem o endotélio, a anandamida ndo corrigiu o0 aumento da
contracdo a FE em OZRs (Figura 6C, Tabela 4).

A 160- # o LR B 160- © R
B 5 or 8 om
— -@ LZR-SE = -@- LZR+anandamida
S 1204 & OZR-SE S 1204 . - OZzR+anandamida
3 R 8
g 804 * g 804 *
g s 5
O 401 S 404
0+ 0~
9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3
- Log [M] FE - Log [M] FE
C # © LZRSE
1601 m & OzrsE
-@- LZR-SE+anandamida
1204 -l OZR-SE+anandamida

Contracéo (%)
B [e6)
T 9

o
L

9 8 7 6 5 4 3
- Log [M] FE

Figura 6 — Curvas concentracdo-efeito a fenilefrina (FE) em artérias mesentéricas de
resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR)
com 6-7 semanas de idade. Curvas concentracéo-efeito a FE foram realizadas
em artérias mesentéricas com o endotélio intacto ou sem endotélio (A) na
presenca (B) ou na auséncia (C) de anandamida (1uM, pré-incubada por 30
minutos). Cada ponto representa a média + epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR,

* p<0.05 vs. LZR-SE, & p<0.05 vs. respectivo grupo na auséncia de
anandamida.
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Tabela 4 — Efeito da incubac¢@o com anandamida sobre a resposta maxima a fenilefrina (FE)
em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles Zucker
(LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rwmax pD, Ryax pD,
FE 126,5+0,8 4,8+0,01 124,3+3,4 5,5+0,03*
FE SE 128,9+2,6 ND 144,8+1,8# ND
FE + Anandamida 96,0+2,15 4,5+0,01 90,4+1,9% 5,7+1,9*
FE SE + Anandamida 125,6+1,4 ND 142,6+1,8# ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.

SE= sem endotélio

ND= néao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs. LZR-SE, & p<0.05 vs. respectivo grupo na
auséncia de anandamida.
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4.6 Avaliacdo do Relaxamento a Anandamida em Artérias Mesentéricas de
Resisténcia

A anandamida induziu relaxamento dependente de concentracdo, que foi
menor em artérias mesentéricas de resisténcia de OZRs quando comparado aquele
observado em LZRs. Na auséncia de endotélio a resposta maxima a anandamida foi
semelhante entre ratos dos grupos LZR e OZR (Figura 7, Tabela 5).
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Figura 7 — Curvas concentracdo-efeito a anandamida em artérias mesentéricas de
resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR)
com 6-7 semanas de idade. Artérias mesentéricas com o endotélio intacto ou
removido mecanicamente (SE) foram contraidas com o composto U46619 (1
UM) e curvas concentracdo-efeito a anandamida foram realizadas. Cada
ponto representa a média £ epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR.
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4.7 Avaliagdo do Relaxamento aos Agonistas CB1 e CB2 em Artérias
Mesentéricas de Resisténcia

A resposta relaxante mediada tanto pelo agonista de receptores canabindides
CB1 (ACEA, Figura 8A, Tabela 5) quanto pelo agonista CB2 (JWH-015, Figura 8B,
Tabela 5), foi menor em OZRs quando comparada a observada em LZRs. A
remocdo do endotélio reduziu a resposta ao agonista CB1 apenas em LZRs, sem
altera-la no grupo OZR (Figura 8A, Tabela 5). Por outro lado, a resposta ao agonista
CB2 (JWH-015), que j& era significantemente menor no grupo OZR, néo foi afetada

pela remocéao do endotélio em ambos os grupos experimentais (Figura 8B, Tabelab).
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Figura 8 — Curvas concentracdo-efeito aos agonistas especificos de receptores

canabinodides CB1 (ACEA, A) e CB2 (JWH-015, B) em artérias mesentéricas
de resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker
(OZR) com 6-7 semanas de idade. Artérias mesentéricas com o endotélio
intacto (circulos vazios) ou removido mecanicamente (circulos preenchidos,
SE) foram contraidas com o composto U46619 (1 pM) e curvas
concentracdo-efeito aos agonistas canabindides foram realizadas. Cada

ponto representa a média + epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs.
LZR-SE.
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Tabela 5 — Resposta a anandamida e aos agonistas canabindéides CB1 e CB2 em artérias
mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos

Zucker SOZRZ com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR

Rwvax pD2 Rwmax pD;

Anandamida 100,9+3,8 ND 78,5+4,8* ND
Anandamida SE 91,4+2.8 6,2+0,05 94,3+2 .3 6,0+0,04
ACEA 95,7+1,8 6,1+0,03 91,5+3,7 5,5+0,06*
ACEA SE 97,9+4,0 5,5+0,06 93,7+4,0 5,5+0,07

JWH-015 89,3+2,1 ND 54,2+6,9* ND

JWH-015 SE 82,0+£3,0 ND 55,5+4 9¢# ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ruax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

n=6/grupo. * p<0,05 vs. LZR, * p<0.05 vs. LZR-SE.

SE= sem endotélio

ACEA= agonista CB1

JWH-015= agonista CB2

52



Lobato NS

4.8 Papel dos Receptores Canabindides CB1 e CB2 no Relaxamento
Promovido pela Anandamida

O bloqueio de receptores canabinodides CB1 (Figura 9A, Tabela 6) ou CB2
(Figura 9B, Tabela 6) reduziu a resposta maxima a anandamida em artérias
mesentéricas de LZRs. A incubagdo com estes agentes também promoveu reducao
do relaxamento a anadamida em OZRs, porém, esta reducdo parece ter sido mais
pronunciada neste grupo (Figuras 9A e B, Tabela 6).

A LZR B LZR
0 OZR OZR
S 5 LZR+AM251 —_ LZR+AM630
S OZR+AM251 S OZR+AM630
] o
— 40- —
o 5
o 60+ %
3 s
T 801 <
@ x
1004
9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3
- Log [M] Anandamida - Log [M] Anandamida

Figura 9 — Curvas concentracdo-efeito a anandamida na presenca e na auséncia de
antagonistas especificos dos receptores canabindides CB1 (AM251, A) ou CB2
(AM630, B) em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles
Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. Artérias
mesentéricas com 0 endotélio intacto foram contraidas com o0 composto
U46619 (1 uM) e curvas concentracdo-efeito a anandamida foram realizadas.
Cada ponto representa a média = epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05
VS. respectivo grupo na auséncia do antagonista.
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4.9 Papel dos Receptores Vaniloides (TRPV-1) na Resposta a Anandamida

A incubacao de artérias mesentéricas de resisténcia com a capsaicina, que

inicialmente ativa, mas logo promove dessensibilizacdo de receptores vaniloides,

reduziu significantemente a resposta a anandamida em LZRs e em OZRs

(FiguralOA, Tabela 6). Resposta similar foi observada quando as artérias foram

incubadas com o bloqueador de receptores vanildides, o composto vermelho de

ruténio (Figura 10B, Tabela 6). Porém, o bloqueador especifico de receptores

vaniléides do tipo TRPV-1, o composto capsazepina, reduziu a resposta a

anandamida em LZRs, embora de modo bem discreto, mas nao afetou essa
resposta no grupo OZR (Figura 10C, Tabela 6).
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Figura 10 — Curvas concentragdo-efeito para anandamida em artérias mesentéricas de

resisténcia com endotélio, isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos
Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. A- Curvas concentracdo-efeito a
anandamida na presenca de capsaicina, neurotoxina que dessensibiliza fibras
nervosas sensoriais do tipo C; B- Curvas concentragédo-efeito & anandamida
na presenca de vermelho de ruténio, bloqueador de receptores vaniléides; C-
Curvas concentracdo-efeito & anandamida na presenca de capsazepina,
bloqueador de receptores vanildides do tipo TRPV-1. Artérias mesentéricas
com o endotélio intacto foram contraidas com o composto U46619 (1 uM) e
curvas concentracdo-efeito a anandamida foram realizadas. Cada ponto
representa a média + epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs.
respectivo grupo na auséncia do antagonista.
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Tabela 6 — Participacdo dos receptores canabinbides (CB1 e CB2) e do receptor vanilGide
(TRPV-1) na resposta a anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia
isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7
semanas de idade.

LZR OZR
Rmax pD, Ruax pD;
Anandamida 101,043,9 6,2+0,09 77,3+4,3* 5,840,1
Anandamida + AM251 98,6+9,3 5,6+0,17# 52,948, 8# 5,710,3
Anandamida + AM630 85.5+8,3 5,3+0,15# 25,3+4,2# 7,010,4
Anandamida + capsaicina 22,61£3,9# ND 27,745,6# ND
Anandamida + vermelho de ruténio 42.3+1,8# ND 46,5+5,6# ND
Anandamida + capsazepina 82,712 5# ND 74,745,0 ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

AM 251= antagonista de receptores canabinodides CB1

AM 630= antagonista de receptores canabindides CB2

Capsaicina= neurotoxina que dessensibiliza receptores TRPV-1

Vermelho de ruténio= bloqueador de receptores vanildides

Capsazepina= bloqueador de receptores TRPV-1

n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, *p<0.05 vs. respectivo grupo na auséncia do antagonista.
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4.10 Participacdo do Receptor do Peptideo Relacionado ao Gene da
Calcitonina (CGRP) e do Receptor da Substancia P na Resposta a Anandamida

O bloqueio dos receptores do CGRP diminuiu drasticamente a resposta a
anandamida nos dois grupos experimentais estudados, porém, essa reducéo parece
ter sido bem mais pronunciada em LZRs do que em OZRs (Figura 11A, Tabela 7).
Por outro lado, a incubacédo de artérias mesentéricas com MRS 2179, que bloqueia
receptores da substancia P, ndo afetou significativamente a resposta a anandamida
em LZRs ou em OZRs (Figura 11B, Tabela 7).
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Figura 11 — Curvas concentracdo-efeito para anandamida em artérias mesentéricas de
resisténcia com endotélio, isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos
Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. A- Curvas concentracao-efeito na
presenca de a-CGRP (8-37), antagonista do receptor do peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP). B- Curvas concentracdo-efeito na presenca
de MRS-2179, antagonista do receptor da substancia P. Artérias mesentéricas
com o endotélio intacto foram contraidas com U46619 (1 uM) e curvas
concentracao-efeito a anandamida foram realizadas. Cada ponto representa a
média + epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs. o respectivo grupo na
auséncia do antagonista.
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Tabela 7 — Participacéo do receptor do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
e do receptor da substdncia P na resposta a anandamida em artérias
mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos
Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rwax pD> Ruax pD,
Anandamida 100,8+4,1 ND 78,5+4 7% ND
Anandamida+a-CGRP (8-37) 4.610,3# ND 33,3+3,2# ND
Anandamida+MRS 2179 101,2+3,6 ND 84,7+2,1 ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

a-CGRP (8-37)= antagonista do receptor do peptideo relacionado ao gene da calcitonina
MRS 2179= antagonista do receptor da substancia P

n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, *p<0.05 vs. o respectivo grupo na auséncia do antagonista.
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4.11 Avaliacado da Resposta Vasodilatadora a Capsaicina

O relaxamento maximo induzido pela capsaicina foi reduzido em OZRs
guando comparados ao grupo LZR (Figura 12, Tabela 8).
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Figura 12 — Curvas concentracdo-efeito a capsaicina em artérias mesentéricas de
resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR)
com 6-7 semanas de idade. Artérias mesentéricas com o endotélio intacto
foram contraidas com o composto U46619 (1 uM) e curvas concentracao-

efeito a capsaicina foram realizadas. Cada ponto representa a média £ epm.
n=5/grupo. *p<0.05 vs. LZR.
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Tabela 8 — Resposta a capsaicina em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos
controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rwvax pD2 Rwmax pD,

Capsaicina 85,4+12,2 ND 28,315,1* ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

n=5/grupo. * p<0.05 vs. LZR.
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4.12 Participacéo dos Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio na Resposta
a Anandamida

A incubacdo com L-NAME, inibidor da NOS, ou indometacina, inibidor

inespecifico da COX, reduziu a vasodilatacdo a anandamida em LZRs. No grupo

OZR a resposta a anandamida néo foi alterada pela incubagdo com estes agentes

(Figuras 13A e B, Tabela 9). De modo similar, a incubagao simultanea com apamina

e caribidotoxina, bloqueadores de canais de K", resultou na reducéo da sensibilidade

a anandamida no grupo LZR, sem alteracdo da resposta a este agonista no grupo
OZR (Figura 13C, Tabela 9).
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Figura 13 — Curvas concentragdo-efeito a anandamida em artérias mesentéricas de

resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR)
com 6-7 semanas de idade. Artérias mesentéricas com o endotélio intacto
foram contraidas com o composto U46619 (1 uM) e curvas concentragéo-
efeito a anandamida foram realizadas. A- curvas concentracdo-efeito na
presenca de L-NAME, inibidor da NOS; B- curvas concentragdo-resposta na
presenca de indometacina (Indo), inibidor da enzima COX; C- curvas
concentracdo-resposta na presenca de apamina (Ap) e caribidotoxina (CTX),
bloqueadores de canais de K*. Cada ponto representa a média + epm.

n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, *p<0.05 vs. LZR na auséncia de bloqueio.
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Tabela 9 - Participacdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio na resposta a
anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos
controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rwmax pD2 Rwmax pD;
Anandamida 100,7+£3,6  6,3+0,1 75,2+4,0* 5,8+0,09
Anandamida + L-NAME 82,0+1,6# ND 73,0£2,0* ND
Anandamida + Indo 83,5+3,2# ND 74,1+3,7* ND
Anandamida + Ap + CTX 93,2+2,2 5,7+0,03# 75,343,8* 5,9+0,1

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50- concentracao que promove 50% da Ryax.

L-NAME-= inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)

Indometacina (Indo)= inibidor da enzima COX

Apamina (Ap)= blogueador de canais de K".

Caribidotoxina (CTX)= blogueador de canais de K".

* p<0.05 vs. LZR, #p<0.05 vs. LZR na auséncia de bloqueio.
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4.13 Participagcdo dos Mecanismos de Transporte e de Metabolizagcdo da
Anandamida em LZRs e OZRs

A inibicdo do transporte de anandamida com o composto AM404 reduziu
significantemente a resposta a este agonista no grupo LZR sem afeta-la em OZRs
(Figura 14A, Tabela 10). Por outro lado, a reducdo da resposta a anandamida
observada em OZRs foi corrigida pela incubagdo com o inibidor da enzima FAAH, o
composto URB597. A resposta a anandamida néo foi alterada em LZRs na presenca
deste inibidor (Figura 14B, Tabela 10).
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Figura 14 — Curvas concentracdo-efeito a anandamida na presenca de AM404 (A), inibidor
do transporte de anandamida ou URB 597, inibidor da enzima FAAH (B), em
artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles Zucker (LZR) e
obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. Artérias mesentéricas com o
endotélio intacto foram contraidas com o composto U46619 (1 uM) e curvas
concentracao-efeito a anandamida foram realizadas. Cada ponto representa a

média + epm. n=5-6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs. LZR na auséncia de
bloqueio.
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Tabela 10 - Participacdo dos mecanismos de transporte e de metabolizagcdo da
anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos

controles Zucker gLZRz e obesos Zucker SOZRz com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rwvax pD; Rwmax pD,
Anandamida 101,2+2,8 ND 76,0415, 4* ND
Anandamida + AM404 42 315 5# ND 75,85+4,2 ND
Anandamida + URB597 90,3+3,6 ND 92,612 ,8# ND

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

AMA404= inibidor do transporte de anandamida

URB 597= inibidor da enzima hidrosilase de amida de &cido graxo (FAAH)

n=5-6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, *p<0.05 vs. o respectivo grupo na auséncia de bloqueio.
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4.14 Participagao da Via do cAMP e da AMPK na Resposta a Anandamida

A incubacéo com forskolin, ativador da adenilil ciclase, corrigiu a reducao da

resposta a anandamida em OZRs sem afetar essa resposta em LZRs (Figura 15A,

Tabela 11). Adicionalmente, a incubagdao com o inibidor da adenilil ciclase (SQ2256)

reduziu significantemente a resposta a anandamida em LZRs, sem afetar essa

resposta em OZRs (Figura 15B, Tabela 11). Do mesmo modo, a ativacdo da enzima

AMPK pelo uso do composto AICAR corrigiu a redugcédo da vasodilatacdo mediada

pela anandamida em OZRs (Figura 15C, Tabela 11).
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Figura 15 — Curvas concentragdo-efeito a anandamida na presenca de forskolin, ativador da

adenilil ciclase (A), SQ2256, inibidor da adenilil ciclase (B) e AICAR, ativador da
enzima AMPK (C), em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos
controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade.
Artérias mesentéricas com o0 endotélio intacto foram contraidas com o
composto U46619 (1 puM) e curvas concentragdo-efeito a anandamida foram
realizadas. Cada ponto representa a média + epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs.
LZR.
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4.15 Participagdo da ERK1/2 na Resposta a Anandamida

A incubacado de artérias mesentéricas de OZRs com o composto Pd 98059,
inibidor da ERK1/2, corrigiu a reducdo da resposta a anandamida. A resposta do

grupo LZR ndo foi significantemente afetada na presenca deste inibidor (Figura 16,
Tabela 11).
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Figura 16 — Curvas concentracdo-efeito a anandamida na presenca de Pd98059, inibidor da
ERK1/2, em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles
Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. Artérias
mesentéricas com o endotélio intacto foram contraidas com o composto
U46619 (1 uM) e curvas concentracdo-efeito a anandamida foram realizadas.

Cada ponto representa a média = epm. n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05
vs. LZR na auséncia de bloqueio.

65



Lobato NS

Tabela 11 - Participacdo de vias de sinalizagéo intracelulares na resposta a anandamida
em artérias mesentéricas de resisténcia isoladas de ratos controles Zucker

SLZRZ e obesos Zucker gOZRz com 6-7 semanas de idade.

LZR OZR
Rmax pD2 Rmax pD2
Anandamida 99,4+3,3 6,2+0,1 77,16+4,1* 5,9+0,1
Anandamida + forskolin 96,3+3,1 ND 94,7+2,7 ND
Anandamida + SQ2256 56,7+2,8# ND 79,2+2.6 ND
Anandamida + AICAR 92,7+3,9 ND 93,445,2 ND
Anandamida + Pd 98059 96,6+1,3 6,8+0,03# 96,1+1,8 7,140,1

Os valores de pD, (-log EC50) e Ryax (Resposta maxima) representam a média + epm.
ND= nao foi determinada a pD2 por ter havido diferenca significativa na resposta maxima.
EC50= concentracdo que promove 50% da Ryax-

Forskolin= ativador da adenilil ciclase

SQ2256= inibidor da adenilil ciclase

AICAR= ativador da enzima AMPK

Pd98059= inibidor da ERK1/2

n=6/grupo. * p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs. LZR na auséncia de bloqueio.
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4.16 Andlise da Expresséao Protéica dos Receptores Canabindides (CB1 e CB2)

e do Receptor Vaniloide (TRPV-1)

A expressdo dos receptores canabinbdides CB1 e CB2 foi menor em artérias
mesentéricas de OZRs quando comparada aquela observada no grupo LZR (Figuras
17A e B). A expressao protéica do receptor TRPV-1 foi semelhante entre artérias

mesentéricas dos grupos OZR e LZR (Figura 17C).
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Figura 17 — Western blot para os receptores canabindides CB1 (A, peso molecular
aproximado: 60kDa) e CB2 (B, peso molecular aproximado: 52kDa), e para o
receptor vanildide TRPV-1 (C, peso molecular aproximado: 90kDa) em
artérias mesentéricas com o endotélio isoladas de ratos controles Zucker
(LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. Os gréaficos
mostram a analise densitométrica da expressdo dos receptores. Valores
normalizados pela expressao de B-actina. Os dados séo representados como
média + epm. n=5/grupo. * p<0.05 vs. LZR.
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4.17 Efeito da Anandamida sobre a Fosforilagdo da AMPK e da ACC

A expressao das formas total e fosforilada das proteinas AMPK e acetil coA
carboxilase (ACC) foi semelhante em artérias mesentéricas de ratos dos grupos LZR
e OZR. A razao das duas formas das proteinas AMPK e ACC (fosforilada/total) foi
calculada e n&o foi diferente entre os grupos (Figura 18A). A incubagdo com
anandamida nao alterou a expressao protéica da forma total da AMPK e da ACC nos
vasos de LZRs ou de OZRs. Porém, a expressao da forma fosforilada da AMPK e da
ACC esta aumentada ap6s estimulo por 30 minutos com anandamida em vasos do
grupo LZR (Figuras 18A e B). Em OZRs, a incubacdo com anandamida diminuiu a
razao das formas fosforilada/total da AMPK e da ACC, indicando menor fosforilacéo
destas proteinas (Figura 18A e B).
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Figura 18 — Imagens representativas do Western blot para a proteina quinase ativada por
AMP (AMPK, peso molecular aproximado: 63kDa) e para a acetil coA
carboxilase (ACC, peso molecular aproximado: 250kDa), nas formas total e
fosforilada (p) em artérias mesentéricas com endotélio isoladas de ratos
controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade,
submetidas ou ndo a incubagdo com anandamida (1 pM, 30 minutos). Os
graficos mostram a razdo das formas total e fosforilada das proteinas AMPK
(A) e ACC (B). Os dados séo representados como média + epm. n=5/grupo.
* p<0.05 vs. LZR, * p<0.05 vs. OZR.
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4.18 Efeito da Anandamida sobre a Fosforilagcdo da ERK1/2

A expressdo da forma total da proteina ERK1/2 foi semelhante em artérias
mesentéricas de ratos dos grupos LZR e OZR. Porém, a forma fosforilada dessa
proteina apresentou expressdo aumentada em vasos do grupo OZR quando
comparado ao grupo LZR. De fato, a razdo das duas formas da proteina ERK1/2
(fosforilada/total) € maior no grupo OZR, indicando ativacdo aumentada desta MAPK
no grupo OZR (Figura 19). A incubagcdo com anandamida néo alterou a expresséo
protéica da forma total da ERK1/2 nos vasos dos dois grupos experimentais
estudados. Porém, a forma fosforilada dessa proteina apresentou expressao
aumentada apdés estimulo por 30 minutos com anandamida em vasos do grupo LZR.
Em OZRs, a fosforilacdo da ERK1/2 foi potencializada ap0s a incubacdo com
anandamida, o que pode ser evidenciado pelo aumento da razédo fosforilada/total

desta proteina neste grupo (Figura 19).
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Figura 19 — Imagens representativas do Western blot para a proteina ERK1/2 (peso
molecular aproximado: 42/44kDa), nas formas total e fosforilada (p) em
artérias mesentéricas com endotélio isoladas de ratos controles Zucker (LZR)
e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade, submetidas ou nédo a
incubagdo com anandamida (1 puM, 30 minutos). O grafico mostra a razdo
das formas total e fosforilada da proteina ERK1/2. Os dados séo
representados como média + epm. n=5/grupo. * p<0.05 vs. LZR, ¥ p<0.05 vs.
OZR.
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4.19 Efeito da Anandamida sobre a Fosforilagcdo da eNOS

A expressao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) foi semelhante
em artérias mesentéricas de ratos dos grupos LZR e OZR tanto na forma total
guanto na forma fosforilada. A incubacdo com anandamida né&o alterou a expressao
protéica de eNOS nos vasos dos dois grupos experimentais estudados. Porém, a
forma fosforilada dessa proteina apresentou expressdo aumentada apos estimulo
por 30 minutos com anandamida em vasos do grupo LZR. Em OZRs, a fosforilagao
da eNOS diminuiu ap6s incubacao com anandamida (Figura 20).
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Figura 20 — Imagens representativas do Western blot para a enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS, peso molecular aproximado: 130kDa), nas formas total e
fosforilada em artérias mesentéricas isoladas de ratos controles Zucker (LZR)
e obesos Zucker (OZR) com 6-7 semanas de idade. O grafico mostra a analise
densitométrica da expressdo dos receptores. Os dados sdo representados
como média + epm. n=5/grupo. *p<0.05 vs. LZR, *p<0.05 vs. OZR.
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4.20 Localizagdo dos Receptores Canabindides CB1 e CB2

A localizacdo dos receptores CB1 e CB2 juntamente com o fator de Von
Willebrand foi demonstrada pela imunofluorescéncia em segmentos de artéria
mesentérica com o endotélio intacto. A imunofluorescéncia para receptores CB1
(Figura 21A) e CB2 (Figura 21B) foi encontrada em artérias mesentéricas de LZRs.
Para determinar se os receptores CB1 e CB2 estavam localizados nas células
endoteliais, utilizamos a marcacéo dupla das artérias mesentéricas para receptores
CB1 ou CB2 juntamente com a marcacéo para o fator de Willebrand, um marcador
de célula endotelial amplamente utilizado. O fator de Von Willebrand foi visualizado
utilizando um anticorpo secundério para von Willebrand vermelho fluorescente, ao
passo que os receptores CB1 e CB2 foram visualizados com anticorpos secundarios
fluorescentes de coloracdo verde. A co-localizacdo de CB1 ou CB2 com o fator de
Von Willebrand, conforme observado pela cor amarela resultante da sobreposicéo
das imagens de CB1, CB2 e Von Willebrand foi encontrada nas células endoteliais
de LZRs e de OZRs. Artérias mesentéricas de OZRs exibiram diminuida
imunofluorescéncia para CB1 (Figura 21C) e CB2 (Figura 21D) tanto no endotélio
guanto em células do muasculo liso vascular, indicando reducdo da expresséo desses

receptores tanto no endotélio quanto no musculo liso vascular de OZRs.
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Figura 21 - Imagens de microscopia confocal do fator de Von Willebrand (VWF, em
vermelho), do DAPI (em azul) e dos receptores CB1 e CB2 (em verde) em
artérias mesentéricas de ratos controles Zucker (LZR) e obesos Zucker (OZR)
com 6-7 semanas de idade. Segmentos de artérias mesentéricas com o
endotélio intacto foram marcados com anticorpos contra CB1, CB2 e fator de
Von Willebrand. O nucleo foi contra marcado com DAPI. Uma sobreposicao
das imagens do VWF, DAPI e CB1 ou CB2 esta representada (merge). A
localizagdo endotelial de receptores CB1 e CB2 estda demonstrada nas
imagens sobrepostas em alaranjado (merge). As imagens sao representativas
de 4 experimentos separados. n=4/grupo. Barra de escalas=40um.
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5 DISCUSSAO

Os estudos desenvolvidos no sentido de avaliar as fungdes que podem ser
afetadas pelos compostos canabindides tém enfocado a regulacdo da homeostase
energética - 2> 9. Entretanto, as respostas aos agonistas canabindides ndo sdo
restritas apenas aos tecidos que controlam os parametros metabdlicos. Os
canabindides enddgenos também contribuem para a regulacdo do ténus vascular
em condi¢bes fisiolégicas, promovendo relaxamento em diversos territorios
vasculares, principalmente em vasos de resisténcia %% % Considerando que na

obesidade ocorre prejuizo da fungdo vascular °®

, 0 proposito do presente estudo
foi investigar os efeitos da obesidade sobre a resposta de artérias mesentéricas de
resisténcia a agonistas canabinoides.

Para a realizacdo deste estudo, utiizamos OZRs jovens (6-7 semanas de
idade). Os OZRs tém sido amplamente utilizados para investigar os efeitos
metabolicos e cardiovasculares promovidos pela obesidade e pela resisténcia a
insulina 8 19113 E importante considerar que, embora a causa da obesidade em
OZRs nao seja comum a de humanos, o fenétipo desse modelo experimental se
assemelha muito & obesidade humana em diversas caracteristicas. Esses ratos
apresentam hiperfagia, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e, eventualmente,
desenvolvem diabetes tipo 2 ®%. Além dessas alteracdes, demonstrou-se que
OZRs podem desenvolver aumento significante dos niveis presséricos ".

Observamos no presente estudo que entre 6 e 7 semanas de idade 0s niveis
sanguineos de glicose, assim como 0s niveis pressoéricos, ndo estdo elevados em
OZRs. Estes resultados estdo de acordo com aqueles observados por estudo
recente onde se verificou que OZRs apresentam aumento da pressdo arterial
apenas na fase adulta (14 a 16 semanas) . A elevacdo dos niveis glicémicos é
observada apenas eventualmente em OZRs. De fato, o estudo realizado por
Osmond e colaboradores (2009) 2 demonstrou que nem mesmo na fase adulta, 0s
OZRs desenvolveram alteracbes no perfil glicémico. Porém, a presenca de
resisténcia & insulina ja foi detectada nos animais com 6-7 semanas de idade ¥,
indicando que OZRs jovens representam um modelo normotenso de obesidade

resisténcia a insulina. Estas observagfes justificam a utilizacdo deste modelo em
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nosso estudo na idade de 6-7 semanas, uma vez que aumento dos niveis
pressoricos bem como hiperglicemia sdo fatores que podem contribuir para

alteracdes na atividade do sistema endocanabindide 2% ?°

e poderiam, portanto,
interferir na interpretacéo dos dados.

No presente estudo, demonstramos que OZRs ainda na fase jovem, ja
apresentam disfungdo vascular em artérias mesentéricas de resisténcia,
demonstrada pela reducéo do relaxamento dependente de endotélio mediado pela
ACh e pelo aumento da resposta vasoconstritora mediada pela FE. O aumento da
contracdo vascular em OZRs parece estar relacionado com prejuizo em vias de
sinalizacdo presentes tanto no endotélio quanto no masculo liso vascular, uma vez
gue esta alteracao foi observada tanto em anéis com o endotélio intacto quanto
naqueles onde o endotélio foi removido mecanicamente. Alteracdes vasculares ja
foram bem descritas em OZRs. Estudos prévios realizados por diversos grupos de

pesquisa tém demonstrado alteracdes estruturais *°%*%°

, bem como prejuizo no
relaxamento e aumento na contragdo vascular em OZRs quando estes animais se
encontram na fase adulta ******, No presente estudo demonstramos que a disfuncgéo
vascular em OZRs ja se estabelece na fase jovem deste modelo de obesidade,
periodo no qual a hiperglicemia ou 0 aumento da pressao arterial ainda ndo estao
presentes, indicando efeito especifico da obesidade sobre o prejuizo da funcéo
vascular neste modelo.

O papel de vias de sinalizacdo ativadas pelo sistema canabindide na
disfuncédo vascular de OZRs pode ser sugerido em nosso estudo uma vez que a
incubacdo com o agonista canabindide anandamida foi capaz de corrigir a reducéo
do relaxamento a ACh em OZRs sem afetar essa resposta no grupo LZR. O fato por
nos observado, de que a incubacdo com anandamida ndo corrigiu o aumento da
resposta vasoconstritora em artérias mesentéricas sem endotélio de OZRs, leva-nos
a sugerir que vias endoteliais envolvidas na liberacdo de fatores relaxantes
participam do efeito da anandamida.

Com o objetivo de investigar se a obesidade prejudica a resposta mediada
pelo sistema canabindide no vaso sanguineo, afetando com isto, a resposta a
agentes vasoativos, 0 presente estudo avaliou o relaxamento de artérias
mesentéricas de resisténcia a anandamida, considerada um dos principais agonistas
do sistema endocanabinéide ?%. O presente estudo foi o primeiro a demonstrar que

na obesidade ha prejuizo do relaxamento vascular mediado pela anandamida.
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Adicionalmente, um importante achado do presente estudo foi que, embora o
relaxamento promovido pela anandamida seja independente da presenca do
endotélio, o prejuizo no relaxamento mediado por este agonista em artérias
mesentéricas de resisténcia de OZRs envolve altera¢des endoteliais, uma vez que a
resposta induzida pela anandamida em OZRs nao difere daquela observada em
LZRs ap6s a remocao do endotélio. Este dado, em conjunto com a observacao da
resposta dependente de endotélio a ACh, reduzida em OZRs, confirma a existéncia
de reducéo na geracao e/ou liberacédo de fatores relaxantes pelo endotélio vascular
deste modelo experimental.

Alguns estudos tém demonstrado que a anandamida regula a funcéo
cardiovascular por promover relaxamento ou por prevenir aumento nos niveis

1 30 114116 ambora as

pressoricos através da ligacao a receptores canabindides CB
vias de sinalizacdo intracelulares relacionadas com seu efeito vasodilatador n&o
tenham sido ainda identificadas. Em nosso estudo, confirmamos o papel dos
receptores CB1 mediando o relaxamento a anandamida em artérias mesentéricas de
LZRs e de OZRs, uma vez que o bloqueio deste receptor pelo uso do composto AM
251 reduziu significantemente a resposta a anandamida nos dois grupos
experimentais estudados. Entretanto, € importante considerar que o efeito da
inibicdo de receptores CB1 parece ter sido mais pronunciado em OZRs, sugerindo
maior participacdo deste receptor na resposta a anandamida neste grupo
experimental. Uma condicdo que pode ser sugerida como envolvida nesta resposta
diferenciada frente ao bloqueio de receptores canabindides em OZRs € a reducéo
da densidade de receptores. De fato, verificamos que OZRs apresentam reducédo da
expressdo de receptores CB1 nas artérias mesentéricas quando comparados ao
grupo LZR, a qual pode ter contribuido para a reducdo mais pronunciada da
resposta relaxante a anandamida neste grupo experimental.

N&o ha dados na literatura demonstrando os efeitos da obesidade sobre a
expressdo de receptores CB1 no sistema vascular. Entretanto, em tecidos
envolvidos no controle do metabolismo lipidico e glicémico, demonstrou-se aumento
da expressao desse receptor. Essa diferenca nos resultados observados pode ser
explicada com base nas funcdes mediadas pelos agonistas canabindides em cada
um destes tecidos. No tecido adiposo, por exemplo, onde se demonstrou aumento
da expressao de receptores CB1, a ativagao deste sistema contribui para processos

2, 22

relacionados com o acumulo de gordura No hipotalamo, o aumento da
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expressdo desses receptores justifica 0 aumento da ingestdo alimentar observado

nesta condicdo * %,

Porém, no sistema cardiovascular, 0s agonistas
endocanabindides contribuem para a regulacdo do tdnus vascular, mediando a
vasodilatacdo e a reducdo dos niveis presséricos % *%!1® Considerando que a
obesidade esta associada com prejuizo no relaxamento vascular, € plausivel sugerir
gue exista comprometimento na resposta mediada por agonistas deste sistema. De
fato, em nosso estudo demonstramos que este comprometimento parece ocorrer em
virtude de reducédo na expressao de receptores CB1 em artérias mesentéricas.

Além de receptores CB1, a anandamida pode também se ligar a receptores
CB2, embora com menor eficacia quando comparada aquela observada com o
receptor CB1 # * ®’. A expresséo dos receptores CB2, inicialmente descrita apenas
em células hematopoiéticas e em células do sistema imune, foi recentemente
identificada em células endoteliais de artérias coronarias e em células de musculo
liso **"1'8 Entretanto, o papel deste receptor no efeito vasodilatador e hipotensor da
anandamida nao foi ainda descrito. No presente estudo, demonstramos que O
receptor CB2, assim como o receptor CB1, contribui para o relaxamento mediado
pela anandamida em LZRs e em OZRs, uma vez que o0 antagonismo deste receptor
(com o composto AM630) reduziu significantemente a resposta a anandamida nos
dois grupos experimentais. De modo similar ao observado com o receptor CB1, o
antagonismo de receptores CB2 promoveu aparentemente um efeito mais
pronunciado em OZRs do que em LZRs, o qual pode também ser explicado pela
observacéo de que a expressao protéica desses receptores esta reduzida em OZRs.
Portanto, esses dados indicam que os receptores CB2, assim como 0s receptores
CB1, estéo envolvidos na reducado da resposta a anandamida na obesidade.

Com o objetivo de confirmar o prejuizo no relaxamento mediado por pelos
receptores CB1 e CB2 em OZRs, realizamos curvas concentragao-efeito a agonistas
especificos para estes receptores, o0s compostos ACEA e JWH-015,
respectivamente. Nossos dados confirmaram a hipotese proposta anteriormente,
uma vez que a resposta vascular aos agonistas especificos dos dois receptores
canabindides também foi menor em OZRs quando comparada aquela de LZRs. A
localizacdo dos receptores CB1 e CB2, avaliada em nosso estudo pela técnica da
imunofluorescéncia, confirmou a presenca destes receptores tanto no endotélio
guanto no musculo liso vascular de LZRs e de OZRs. Adicionalmente, a andlise das

imagens nos indicou reducdo na expressdo destes receptores tanto no endotélio
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qguanto no muasculo liso vascular de OZRs. Com base nestas observacdes, os
resultados do presente estudo permitem-nos concluir que a obesidade prejudica o
controle da funcdo vascular exercido por agonistas canabindides por reduzir as
respostas mediadas pela ativacao de receptores CB1 e CB2, como consequéncia da
reducéo na expressao dos mesmos na vasculatura.

Considerando que o prejuizo no relaxamento induzido pela anandamida em
artérias mesentéricas de OZRs esta relacionado com alteragcbes no endotélio,
avaliamos a participacédo das diferentes vias endoteliais envolvidas no relaxamento
vascular, na reducdo da resposta relaxante a anandamida em OZRs. Embora
diversos estudos tenham descrito as cascatas de sinalizacdo que podem ser
reguladas pela ativacéo de receptores canabinéides em células neuronais %, muito
pouco é conhecido sobre as vias de sinalizacdo ativadas por agonistas canabinoides
na vasculatura. Ha evidéncias de que em vasos de resisténcia o relaxamento

116 As células

induzido pela anandamida depende da liberacdo de EDRFs
endoteliais vasculares participam do controle do tbnus vascular basal e da
reatividade vascular por liberar uma variedade de fatores contréateis e relaxantes °’.
Os EDRFs incluem o NO, a PGI2 e o EDHF. O desequilibrio na producéo e/ou
liberacdo dos fatores envolvidos no relaxamento e na contracdo vasculares,
caracteriza a disfuncdo endotelial ®.

A PGI,; é um EDRF formado a partir do AA, que é metabolizado pela acdo da
COX ™° Em 1995, Ellis e colaboradores relataram pela primeira vez que a
vasodilatacdo promovida pela anandamida em artérias cerebrais é dependente da
ativacdo da ciclooxigenase *?°. Alguns estudos adicionais confirmaram este achado

em artérias coronarias > ***

, porém, outros estudos tém revelado que a geracao de
AA e seu subsequiente metabolismo pela COX ndo € o principal mecanismo
envolvido nos efeitos vasodilatadores dos compostos canabindides. Nossos dados
indicam que os produtos gerados a partir do metabolismo do AA participam do
relaxamento a anandamida em LZRs, uma vez que a incubacdo de artérias
mesentéricas desses animais com o inibidor da COX (indometacina) reduziu a
resposta a anandamida, embora a magnitude desta reducdo tenha sido
aparentemente pequena. Por outro lado, estes fatores parecem néo estar envolvidos

no relaxamento a anandamida em OZRs, uma vez que a inibicdo da COX néo

alterou a resposta a este agonista no grupo OZR.
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Embora a anandamida possa atuar através dos produtos formados pela via da
COX, na maior parte dos territorios vasculares este agonista tem sido descrito atuar
diretamente no musculo liso vascular, como, por exemplo, na vasculatura
mesentérica 2. As acgbes vasodilatadoras diretas dos endocanabinéides ganharam
grande interesse apds a publicacédo do trabalho de Randall e colaboradores (1996),
sugerindo que a anandamida poderia ser um EDHF *?2. Embora ndo tenha ainda
sido identificado, sabe-se que ap06s sua formacdo nas células endoteliais e difusdo
para as células do musculo liso vascular, o EDHF promove hiperpolarizacao e
consequente relaxamento. Esse mecanismo parece acontecer principalmente
através da ativacdo de canais de K* e inibicdo de canais de Ca*" dependentes de
voltagem %,

O papel do EDHF foi investigado em nosso estudo pelo uso simultdneo dos
compostos apamina e caribidotoxina, que permitem avaliar a participacado de canais
de K* ativados por Ca®* de baixa, média e alta condutancia no relaxamento vascular
124 Nossos resultados mostraram que, semelhantemente ao observado com os
prostandides, a hiperpolarizacdo de membrana participa do relaxamento promovido
pela anandamida apenas em LZRs, sem participacdo no grupo OZR.
Adicionalmente, assim como verificado com a indometacina, a magnitude de
reducdo da resposta a anandamida foi aparentemente baixa em LZRs, indicando
gue o EDHF néo é o principal componente envolvido no relaxamento promovido pela
anandamida neste modelo experimental. De fato, alguns estudos ndo conseguiram
confirmar o papel crucial da hiperpolarizacdo de membrana na vasodilatacéo

promovida pela anandamida %% 2>%°,

Estas diferencas podem ser explicadas
considerando-se que 0s mecanismos envolvidos nos efeitos vasodilatadores diretos
dos canabindides parecem ser dependentes do territério vascular e das condi¢cdes
experimentais empregadas, provavelmente refletindo o envolvimento de diferentes
receptores vasculares e diferentes vias de sinalizacdo que sédo acopladas a ativacdo
destes receptores, dependendo do territério vascular estudado. Cada territorio
vascular pode ter uma regulacao local particular do tbnus vascular que poderia, por
sua vez, contribuir diferencialmente para os efeitos hemodinamicos globais dos
canabinoides.

Dentre os EDRFs, o NO tem papel crucial na regulacéo do tdnus vascular °’.
O NO é formado a partir do metabolismo do aminoacido L-arginina através da

enzima NOS. A isoforma eNOS produz NO constantemente para manter o tonus
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vascular e também pode ser estimulada por alguns agonistas. Uma vez produzido, o
NO é liberado pelo endotélio e difunde-se para as células do musculo liso vascular,
ativando a guanilato ciclase soluvel, resultando em reducdo da concentracdo de

Ca® intracelular e conseqiiente vasodilatagdo .

Com relacdo ao efeito
vasodilatador promovido pela anandamida, ha estudos descrevendo que o
relaxamento mediado por este agonista depende da producdo de NO %, enquanto
outros estudos demonstraram que este efeito independe da liberacdo de NO 3 2%
130.

No presente estudo, observamos que o NO participa do relaxamento a
anandamida em LZRs, uma vez que a incubacdo de artérias mesentéricas desses
animais com o inibidor da sintese de NO, o composto L-NAME, reduziu a resposta a
este agonista canabinoide. Por outro lado, este fator parece ndo estar envolvido no
relaxamento a anandamida em OZRs, uma vez que a inibicdo da sintese da NOS
nao alterou a resposta a este agonista no grupo OZR. A auséncia de participacao do
NO como consequéncia de prejuizo prévio na ativacdo da enzima eNOS pela
anandamida em OZRs, pode ser sugerida em nosso estudo com base nos
experimentos de analise de expressao protéica desta enzima em sua forma total e
fosforilada (Western blotting). Em artérias mesentéricas de LZRs, a eNOS sofreu
fosforilacdo em Serl177, apos estimulo com anandamida (1 puM, 30 minutos), mas
teve sua fosforilacdo reduzida no grupo OZR apos este estimulo. Esse dado, em
conjunto com as observacdes obtidas nos experimentos de reatividade vascular,
permitem-nos concluir que a ativacado da eNOS, pela anandamida, participa de seu
efeito vascular em LZRs e esta também envolvida no prejuizo do relaxamento a este
agonista na obesidade.

A fosforilacdo da eNOS possui papel critico na regulacdo da producédo de NO
131 Diversas proteinas quinases, incluindo a AMPK ¥, a proteina quinase A (PKA)
133 & as MAPKs *** podem promover a fosforilacdo da eNOS. O complexo AMPK é
um heterodimero apy que atua como um sensor da condigao energética da célula.
Ela é ativada por qualquer estresse que promova deplecdo dos niveis de ATP
celular, com concomitante aumento de AMP, causando fosforilacdo do residuo de
treonina 172 (Thrl72), localizado no sitio de ativacdo do dominio catalitico da
subunidade a '¥'%¢ Assim como reguladora do balanco energético no nivel da
célula, a AMPK regula a ingestdo e o gasto energético "%, Uma vez ativada, a

AMPK inativa a enzima ACC, também por fosforilagdo, o que contribui para seus
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efeitos sobre o gasto energético celular *. Além de fosforilar a ACC e uma série de
outras enzimas envolvidas na metabolismo energético celular, a AMPK também
fosforila a eNOS em Ser 1177 e em Ser 1179, promovendo a producdo de NO em
células endoteliais **.

Estudos recentes mostraram que a enzima AMPK nao s6 medeia os efeitos

orexigénicos dos endocanabinéides no hipotalamo °

, mas também seus efeitos
sobre 0 metabolismo glicémico e lipidico nos tecidos periféricos, como no figado, no
musculo esquelético e no tecido adiposo '*. Entretanto, o papel da AMPK nas acées
vasculares promovidas pelos compostos canabindides ndo foi ainda descrito na
literatura.

No presente estudo avaliamos a participacdo da enzima AMPK na acao
vascular promovida pela anandamida, bem como na redug&o do relaxamento a este
agonista na obesidade. Demonstramos de forma inédita neste estudo que a AMPK é
ativada pela anandamida em artérias mesentéricas de LZRs, uma vez que a
incubacédo com este agonista (1 M, 30 minutos) promoveu significante aumento na
fosforilacdo da AMPK e também da ACC em LZRs. Demonstramos ainda que a
obesidade esta associada com prejuizo na ativacdo da AMPK, uma vez que a
fosforilacdo desta enzima e da ACC foi reduzida no grupo OZR apos o periodo de
incubacdo com anandamida. O papel da AMPK na reducdo do relaxamento a
anandamida em OZRs foi confirmado em nosso estudo, por meio da observacao de
gue a incubacao de artérias mesentéricas com o ativador da AMPK, o composto
AICAR, corrigiu a resposta reduzida a este agonista em OZRs.

Um alvo de acdo descrito para os compostos canabindides em diversos
tecidos é a enzima adenilil ciclase ?°. Estes compostos podem ativar ou inibir esta
enzima, dependendo do tecido onde atuam. Em células neuronais a inibicdo da
adenilil ciclase foi descrita como envolvida na acéo dos canabinéides ?°. Porém, no
sistema vascular, a forma como essa proteina é afetada apds estimulo por agonistas
canabindides ndo foi ainda descrita. Entretanto, sabe-se que a ativacdo desta
enzima por outros agonistas vasodilatadores leva ao aumento nos niveis de cAMP
no interior da célula vascular, com consequiente ativacdo da enzima eNOS **°.

Considerando que o principal estimulo para a ativacdo da AMPK é o aumento
dos niveis de AMP no interior da célula, nés propomos que a ativagdo desta enzima
também possa estar prejudicada em OZRs, de modo similar a AMPK. De fato,

nossos dados mostraram que a ativagédo da adenilil ciclase, pelo uso do composto
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forskolin, foi capaz de corrigir a reducdo do relaxamento a anandamida em OZRs
(Figura 15A). Adicionalmente, a inibicdo desta enzima reduziu significantemente o
relaxamento a anandamida em LZRs sem afetar essa resposta em OZRs (Figura
15B). Esses dados indicam ndo somente o papel da via de sinalizagdo ativada pelo
cAMP na vasodilatagdo promovida pela anandamida em LZRs, como também o
papel desta via na reducdo da resposta a anandamida na obesidade.

A ERK1/2 constitui outra enzima cuja atividade pode ser regulada por
compostos canabindides em tecidos neuronais e também em tecidos que controlam
0 metabolismo energético **. O papel da ERK1/2 nos efeitos vasculares promovidos
pelos compostos canabindides ndo foi ainda demonstrado. Entretanto, diversos
trabalhos j& demonstraram que a ativacdo desta enzima estd relacionada com
reducdo ou aumento da atividade da enzima eNOS % %2143 Qs mecanismos
envolvidos nesta inter-relagéo da eNOS e da ERK1/2 ndo foram ainda esclarecidos.

Com base nestas observacgles, investigamos no presente estudo o papel
desta MAPK nos efeitos vasculares promovidos pela anandamida e na reducéao do
relaxamento a este agonista na obesidade. Nossos resultados mostraram que a
ativacao desta MAPK modula negativamente a resposta a anandamida em LZRs e
em OZRs, uma vez que a incubacdo com inibidor da ERK1/2, o composto Pd 98059,
aumentou a resposta a anandamida nos dois grupos experimentais. Adicionalmente,
demonstramos que o aumento da ativacdo desta enzima em artérias mesentéricas
de OZRs participa da reducdo do relaxamento a anandamida, uma vez que a
incubacdo com Pd 98059 corrigiu a reducdo da resposta a anandamida nestes
animais.

De fato, verificamos um efeito ativador da anandamida sobre a atividade da
ERK1/2 tanto em LZRs quanto em OZRs através dos experimentos de Western
blotting. Entretanto, cabe ressaltar que a ativacdo da ERK1/2 ja se encontrava
previamente aumentada em OZRs em condi¢cbes basais. A incubacdo com
anandamida potencializou a fosforilacdo desta enzima neste grupo. Esta ativacéo
aumentada da ERK1/2 ja em condi¢des basais pode ter contribuido para o prejuizo
na via de sinalizacdo dependente de NO, ativada pela anandamida em OZRs. Em
resumo, de modo similar ao observado com a AMPK, demonstramos que a ERK1/2
€ ativada pela anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia de LZRs, e esta
envolvida nas alteragées promovidas pela obesidade sobre a resposta a agonistas

canabindides.
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Estudos tém demonstrado que a ativacdo da ERK1/2 leva a fosforilacdo de
enzimas envolvidas ndo apenas no relaxamento, mas também na contracéo vascular
144145 'O mecanismo pelo qual a ativacdo da ERK1/2 leva a contracdo vascular ndo
foi ainda investigado. Porém, podemos sugerir no presente estudo que a
estimulacéo exacerbada da ERK1/2 em condi¢cbes basais em OZRs contribui para a
ativacdo de outras proteinas intracelulares que ndo sdo ativadas quando esta
proteina se encontra em niveis mais baixos de atividade. A maior fosforilacdo desta
enzima em OZRs pode assim, indicar ativacdo de vias envolvidas ndo sO na
producdo de NO, mas também de fatores contrateis. De fato, estudos recentes
mostraram que a ERK1/2 participa da resposta mediada por agonistas contrateis em
condicdes fisiol6gicas e que o aumento da ativacdo desta enzima contribui para o
aumento da contracdo observada em doencas vasculares, como no diabetes tipo 2
146 @ na hipertensdo arterial **’.

Em relagcdo ao papel da ERK1/2 na reducdo da resposta a anandamida,
sugerido por nés, é importante relatar um estudo publicado por Kim e colaboradores
(2001), que demonstrou a interacdo da AMPK e das MAPKs %8 Estes autores
mostraram que a ativacdo da AMPK inibe a ativacdo da ERK1/2. Considerando
nossa hipotese de que o aumento da ativacdo da ERK1/2 em OZRs pode ter
contribuido para o prejuizo na via de sinalizacdo dependente de NO, podemos
sugerir que o aumento da atividade desta MAPK ocorre como consequéncia da
reduzida ativacdo da AMPK pela anandamida nestes animais.

Além de ativar os receptores canabindides CB1 e CB2, a anandamida pode
também ativar receptores vanildides localizados em nervos sensoriais
perivasculares, 0s quais sao sensiveis a heurotoxina capsaicina. Demonstrou-se que
esta interacdo resulta na liberacdo do CGRP, promovendo relaxamento vascular **
¥ Resultado semelhante foi observado em nosso estudo. Nés observamos que o
tratamento com capsaicina, in vitro, resultando na dessensibilizacdo de fibras C,
suprimiu as respostas a anandamida tanto em LZRs quanto em OZRs. Esse
resultado indica que o silenciamento de fibras nervosas sensoriais vasculares do tipo
C evita que o vaso sanguineo responda adequadamente a anandamida.
Adicionalmente, nd6s observamos que a diminuicdo da resposta vascular a
anandamida em OZRs também envolve diminuicdo da ativacdo dessas fibras
sensoriais uma vez que o grau de inibicdo da resposta a andandamida em OZRs foi

menor do que aquele observado em LZRs.
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Os efeitos promovidos pela ativacao das fibras nervosas do tipo C no sistema
vascular ja foram demonstrados em diversos estudos **°. Entretanto, o papel desses
nervos na regulagéo fisiolégica do tdbnus vascular permanece a ser esclarecido. O
receptor TRPV-1 tem surgido recentemente como sendo o principal local para a
ativacdo de fibras sensoriais do tipo C na periferia **°. A presenca desses receptores
foi demonstrada previamente em nervos que penetram na parede de artérias
mesentéricas de resisténcia *°°. Apesar da expressao protéica de TRPV-1 n&o estar
alterada em OZRs, nds demonstramos dependéncia da ativacao desses receptores
para o relaxamento da anandamida nos dois grupos experimentais. O uso de
agentes que interferem seletivamente com a atividade desses receptores, a
capsazepina e o composto vermelho de ruténio ddo suporte a essa concluséo %2,
Este achado foi confirmado pelo uso do antagonista do receptor do CGRP, o
composto a-CGRP, que diminuiu consideravelmente a resposta a anandamida nos
dois grupos experimentais. Entretanto, a reducdo ocorreu aparentemente em
magnitude muito maior em OZRs. Em conjunto, esses resultados indicam que, além
de reducdo na participacdo de vias de sinalizacdo ativadas por receptores
canabindides CB1 e CB2, o prejuizo na resposta mediada pela ativacdo de
receptores vaniléides contribui para a diminuicdo do relaxamento a anandamida em
OZRs.

Estudos recentes demonstraram que 0os compostos canabindides, além de se
ligarem a receptores, podem se difundir através da membrana celular a atuarem
intracelularmente. Este processo seria também uma etapa essencial no processo de
metabolizacdo destes compostos *°. Sugere-se que o transporte dos compostos
canabindides seja mediado por um transportador protéico de anandamida, localizado
ao longo da membrana plasmatica, ou ainda que a anandamida simplesmente se
difunda passivamente pela membrana plasmatica em um processo que ndo €

mediado por proteinas transmembrana . 152

Moore e colaboradores (2005)
identificaram um sitio de ligacdo da anandamida, saturavel e de alta afinidade. Estes
autores sugeriram ser esse um transportador de anandamida.

Portanto, nds propomos em nosso estudo que a diminuicdo do relaxamento a
anandamida em OZRs poderia ocorrer devido a diminuicdo da captacdo deste
agonista para o meio intracelular. Utilizando o inibidor do transporte de anandamida,
0 composto AM404, demonstramos que, de fato, o transporte da anandamida para o

interior da célula € um passo importante no relaxamento mediado por este agonista
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em LZRs, uma vez que a resposta a anandamida foi significantemente reduzida na
presenca desse composto. Adicionalmente, o fato de a resposta a anandamida néo
ter sido alterada na presenca do composto AM404 em OZRs, indica que este
mecanismo ja se encontra prejudicado nas artérias mesentéricas desses animais.

As acbGes dos compostos canabindides sdo finalizadas pela reacdo de
hidrélise enzimética intracelular. Em particular, a anandamida, € rapidamente
metabolizada pela enzima FAAH para produzir AA e etanolamina *. O aumento da
degradacdo de anandamida em artérias mesentéricas de OZRs pode ser sugerido
em nosso estudo como um mecanismo envolvido na diminuicdo da resposta a
anandamida em OZRs, uma vez que o tratamento prévio de artérias mesentéricas
de OZRs com o inibidor seletivo da FAAH, o composto URB 597, corrigiu a reducao
do relaxamento a anandamida em OZRs.

Em resumo, no presente estudo demonstramos que o0 relaxamento ao
agonista canabindide anandamida estad prejudicado em OZRs. A reducdo da
expressdo dos receptores canabinoides CB1 e CB2 e as alteracdes em vias de
sinalizacdo que séo ativadas por esses receptores e também por receptores
vanildides foram também demonstradas. Adicionalmente, a diminuicdo da atividade
do transportador de anandamida e o aumento da degradacéo dela também podem
estar envolvidos na reducdo da vasodilatacdo mediada pela anandamida na
obesidade. Nosso estudo € o primeiro a avaliar o envolvimento das proteinas AMPK
e ERK1/2 na resposta vascular promovida pela anandamida bem como o
envolvimento delas na reducéo do relaxamento a anandamida na obesidade. Nosso
estudo proporciona novas evidéncias com relacdo a relevancia dos efeitos
vasculares do sistema endocanabindide e do seu papel na disfuncdo vascular

presente na obesidade.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo permitem-nos concluir que:

v A obesidade diminui o relaxamento de artérias mesentéricas de resisténcia a

agonistas canabinéides;

v A reducdo da expressédo dos receptores canabinéides CB1 e CB2 em artérias
mesentéricas de OZRs contribui para a reducdo do relaxamento a anandamida em
OZRs;

v Embora a expresséo de receptores vanildides (TRPV-1) ndo esteja alterada
em OZRs, h& prejuizo nas vias de sinalizacdo mediadas pela ativacdo destes
receptores, uma vez que a resposta ao agonista deste receptor (capsaicina) esta

reduzida;

v Reducdo da captacdo e aumento da degradacdo de anandamida estédo
presentes em artérias mesentéricas de resisténcia de OZRs e podem ter contribuido

para a reducado do relaxamento a anandamida;

v A fosforilagdo da eNOS, com consequente producdo de NO pelas células
endoteliais, possui papel importante no relaxamento a anandamida em LZRs e
participa do prejuizo no relaxamento a este agonista em OZRs, por ter sua ativacéo

reduzida apos estimulo com anandamida;

v A AMPK é um alvo da anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia
de LZRs e, assim como a eNOS, medeia 0 prejuizo no relaxamento a este agonista

em OZRs, por ter sua ativacao reduzida apés estimulo com anandamida,;

v A ERK1/2, embora sofra fosforilacdo frente a estimulo com anandamida, nao
parece mediar o relaxamento a anandamida em LZRs, porém sua ativacao
aumentada em OZRs contribui para a reducdo do relaxamento a anandamida em

OZRs.

85



Lobato NS

REFERENCIAS*

Osei-Hyiaman D, Harvey-White J, Batkai S, Kunos G. The role of the
endocannabinoid system in the control of energy homeostasis. Int J Obes
(Lond). 2006;30 Suppl 1:S33-8.

Pacher P, Batkai S, Kunos G. The endocannabinoid system as an emerging
target of pharmacotherapy. Pharmacol Rev. 2006;58(3):389-462.

Mechoulam R, Gaoni Y. A Total Synthesis of Dl-Delta-1-
Tetrahydrocannabinol, the Active Constituent of Hashish. J Am Chem Soc.
1965;87:3273-5.

Devane WA, Dysarz FA, 3rd, Johnson MR, Melvin LS, Howlett AC.
Determination and characterization of a cannabinoid receptor in rat brain. Mol
Pharmacol. 1988;34(5):605-13.

Matsuda LA, Lolait SJ, Brownstein MJ, Young AC, Bonner TI. Structure of a
cannabinoid receptor and functional expression of the cloned cDNA. Nature.
1990;346(6284):561-4.

Munro S, Thomas KL, Abu-Shaar M. Molecular characterization of a
peripheral receptor for cannabinoids. Nature. 1993;365(6441):61-5.

Devane WA, Hanus L, Breuer A, Pertwee RG, Stevenson LA, Griffin G, et al.
Isolation and structure of a brain constituent that binds to the cannabinoid
receptor. Science. 1992;258(5090):1946-9.

Mechoulam R, Ben-Shabat S, Hanus L, Ligumsky M, Kaminski NE, Schatz
AR, et al. Identification of an endogenous 2-monoglyceride, present in canine
gut, that binds to cannabinoid receptors. Biochem Pharmacol. 1995;50(1):83-
90.

Cravatt BF, Giang DK, Mayfield SP, Boger DL, Lerner RA, Gilula NB.
Molecular characterization of an enzyme that degrades neuromodulatory fatty-
acid amides. Nature. 1996;384(6604):83-7.

86

*De acordo com: International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for
manuscripts submitted to Biomedical Journal: sample references. Avaiable from:
http://www.icmje.org [2007 may 22].




Lobato NS

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Karlsson M, Contreras JA, Hellman U, Torngvist H, Holm C. cDNA cloning,
tissue distribution, and identification of the catalytic triad of monoglyceride
lipase. Evolutionary relationship to esterases, lysophospholipases, and
haloperoxidases. J Biol Chem. 1997;272(43):27218-23.

Dinh TP, Carpenter D, Leslie FM, Freund TF, Katona I, Sensi SL, et al. Brain
monoglyceride lipase participating in endocannabinoid inactivation. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2002;99(16):10819-24.

Beltramo M, Stella N, Calignano A, Lin SY, Makriyannis A, Piomelli D.
Functional role of high-affinity anandamide transport, as revealed by selective
inhibition. Science. 1997;277(5329):1094-7.

Zygmunt PM, Petersson J, Andersson DA, Chuang H, Sorgard M, Di Marzo V,
et al. Vanilloid receptors on sensory nerves mediate the vasodilator action of
anandamide. Nature. 1999;400(6743):452-7.

Herkenham M, Lynn AB, Johnson MR, Melvin LS, de Costa BR, Rice KC.
Characterization and localization of cannabinoid receptors in rat brain: a
guantitative in vitro autoradiographic study. J Neurosci. 1991;11(2):563-83.

Mailleux P, Parmentier M, Vanderhaeghen JJ. Distribution of cannabinoid
receptor messenger RNA in the human brain: an in situ hybridization
histochemistry with oligonucleotides. Neurosci Lett. 1992;143(1-2):200-4.

Matsuda LA, Bonner TI, Lolait SJ. Localization of cannabinoid receptor mMRNA
in rat brain. J Comp Neurol. 1993;327(4):535-50.

Howlett AC. The cannabinoid receptors. Prostaglandins Other Lipid Mediat.
2002;68-69:619-31.

Pertwee RG. Pharmacology of cannabinoid CB1 and CB2 receptors.
Pharmacol Ther. 1997;74(2):129-80.

Coutts AA , 1zzo AA. The gastrointestinal pharmacology of cannabinoids: an
update. Curr Opin Pharmacol. 2004;4(6):572-9.

Cota D, Marsicano G, Tschop M, Grubler Y, Flachskamm C, Schubert M, et al.
The endogenous cannabinoid system affects energy balance via central
orexigenic drive and peripheral lipogenesis. J Clin Invest. 2003;112(3):423-31.

87



Lobato NS

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Osei-Hyiaman D, DePetrillo M, Pacher P, Liu J, Radaeva S, Batkai S, et al.
Endocannabinoid activation at hepatic CB1 receptors stimulates fatty acid
synthesis and contributes to diet-induced obesity. J Clin Invest.
2005;115(5):1298-305.

Liu YL, Connoley IP, Wilson CA, Stock MJ. Effects of the cannabinoid CB1
receptor antagonist SR141716 on oxygen consumption and soleus muscle
glucose uptake in Lep(ob)/Lep(ob) mice. Int J Obes (Lond). 2005;29(2):183-7.

Pagotto U, Marsicano G, Cota D, Lutz B, Pasquali R. The emerging role of
the endocannabinoid system in endocrine regulation and energy balance.
Endocr Rev. 2006;27(1):73-100.

Matias I, Gonthier MP, Orlando P, Martiadis V, De Petrocellis L, Cervino C, et
al. Regulation, function, and dysregulation of endocannabinoids in models of
adipose and beta-pancreatic cells and in obesity and hyperglycemia. J Clin
Endocrinol Metab. 2006;91(8):3171-80.

Piomelli D. The molecular logic of endocannabinoid signalling. Nat Rev
Neurosci. 2003;4(11):873-84.

Alexander SP, Kendall DA. The complications of promiscuity:
endocannabinoid action and metabolism. Br J Pharmacol. 2007;152(5):602-
23.

Varga K, Lake K, Martin BR, Kunos G. Novel antagonist implicates the CB1
cannabinoid receptor in the hypotensive action of anandamide. Eur J
Pharmacol. 1995;278(3):279-83.

Varga K, Lake KD, Huangfu D, Guyenet PG, Kunos G. Mechanism of the
hypotensive action of anandamide in anesthetized rats. Hypertension.
1996;28(4):682-6.

Batkai S, Pacher P, Osei-Hyiaman D, Radaeva S, Liu J, Harvey-White J, et al.
Endocannabinoids acting at cannabinoid-1 receptors regulate cardiovascular
function in hypertension. Circulation. 2004;110(14):1996-2002.

Randall MD, Harris D, Kendall DA, Ralevic V. Cardiovascular effects of
cannabinoids. Pharmacol Ther. 2002;95(2):191-202.

Plane F, Holland M, Waldron GJ, Garland CJ, Boyle JP. Evidence that
anandamide and EDHF act via different mechanisms in rat isolated mesenteric
arteries. Br J Pharmacol. 1997;121(8):1509-11.

88



Lobato NS

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

Randall MD, Kendall DA. Anandamide and endothelium-derived
hyperpolarizing factor act via a common vasorelaxant mechanism in rat
mesentery. Eur J Pharmacol. 1998;346(1):51-3.

Pratt PF, Hillard CJ, Edgemond WS, Campbell WB. N-
arachidonylethanolamide relaxation of bovine coronary artery is not mediated
by CB1 cannabinoid receptor. Am J Physiol. 1998;274(1 Pt 2):H375-81.

Chaytor AT, Martin PE, Evans WH, Randall MD, Griffith TM. The endothelial
component of cannabinoid-induced relaxation in rabbit mesenteric artery
depends on gap junctional communication. J Physiol. 1999;520(Pt 2):539-50.

Harris D, McCulloch Al, Kendall DA, Randall MD. Characterization of
vasorelaxant responses to anandamide in the rat mesenteric arterial bed. J
Physiol. 2002;539(Pt 3):893-902.

Randall MD, Kendall DA, O'Sullivan S. The complexities of the cardiovascular
actions of cannabinoids. Br J Pharmacol. 2004;142(1):20-6.

Harris D, Kendall DA, Randall MD. Characterization of cannabinoid receptors
coupled to vasorelaxation by endothelium-derived hyperpolarizing factor.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 1999;359(1):48-52.

Jarai Z, Wagner JA, Varga K, Lake KD, Compton DR, Martin BR, et al.
Cannabinoid-induced mesenteric vasodilation through an endothelial site
distinct from CB1 or CB2 receptors. Proc Natl Acad Sci U S A.
1999;96(24):14136-41.

Zygmunt PM, Hogestatt ED, Waldeck K, Edwards G, Kirkup AJ, Weston AH.
Studies on the effects of anandamide in rat hepatic artery. Br J Pharmacol.
1997;122(8):1679-86.

Gebremedhin D, Lange AR, Campbell WB, Hilard CJ, Harder DR.
Cannabinoid CB1 receptor of cat cerebral arterial muscle functions to inhibit L-
type Ca2+ channel current. Am J Physiol. 1999;276(6 Pt 2):H2085-93.

Mukhopadhyay S, Chapnick BM, Howlett AC. Anandamide-induced
vasorelaxation in rabbit aortic rings has two components: G protein dependent
and independent. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2002;282(6):H2046-54.

Edwards RM, Stack EJ, Trizna W. Calcitonin gene-related peptide stimulates
adenylate cyclase and relaxes intracerebral arterioles. J Pharmacol Exp Ther.
1991;257(3):1020-4.

89



Lobato NS

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

Brayden JE, Quayle JM, Standen NB, Nelson MT. Role of potassium
channels in the vascular response to endogenous and pharmacological
vasodilators. Blood Vessels. 1991;28(1-3):147-53.

Smart D, Gunthorpe MJ, Jerman JC, Nasir S, Gray J, Muir Al, et al. The
endogenous lipid anandamide is a full agonist at the human vanilloid receptor
(hVR1). Br J Pharmacol. 2000;129(2):227-30.

Wagner JA, Varga K, Ellis EF, Rzigalinski BA, Martin BR, Kunos G. Activation
of peripheral CB1 cannabinoid receptors in haemorrhagic shock. Nature.
1997;390(6659):518-21.

Varga K, Wagner JA, Bridgen DT, Kunos G. Platelet- and macrophage-
derived endogenous cannabinoids are involved in endotoxin-induced
hypotension. FASEB J. 1998;12(11):1035-44.

Wild S, Roglic G, Green A, Sicree R, King H. Global prevalence of diabetes:
estimates for the year 2000 and projections for 2030. Diabetes Care.
2004;27(5):1047-53.

Hill JO. Understanding and addressing the epidemic of obesity: an energy
balance perspective. Endocr Rev. 2006;27(7):750-61.

Strauss RS, Pollack HA. Epidemic increase in childhood overweight, 1986-
1998. JAMA. 2001;286(22):2845-8.

Hubert HB, Feinleib M, McNamara PM, Castelli WP. Obesity as an
independent risk factor for cardiovascular disease: a 26-year follow-up of
participants in the Framingham Heart Study. Circulation. 1983;67(5):968-77.

Larsson B, Svardsudd K, Welin L, Wilhelmsen L, Bjorntorp P, Tibblin G.
Abdominal adipose tissue distribution, obesity, and risk of cardiovascular
disease and death: 13 year follow up of participants in the study of men born
in 1913. Br Med J (Clin Res Ed). 1984;288(6428):1401-4.

Rueda-Clausen CF, Silva FA, Lopez-Jaramillo P. Epidemic of overweight and
obesity in Latin America and the Caribbean. Int J Cardiol. 2008;125(1):111-2.

Nakamura T, Kobayashi H, Yanagi K, Nakagawa T, Nishida M, Kihara S, et al.
Importance of intra-abdominal visceral fat accumulation to coronary
atherosclerosis in heterozygous familial hypercholesterolaemia. Int J Obes
Relat Metab Disord. 1997;21(7):580-6.

90



Lobato NS

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

Poirier P, Giles TD, Bray GA, Hong Y, Stern JS, Pi-Sunyer FX, et al. Obesity
and cardiovascular disease: pathophysiology, evaluation, and effect of weight
loss: an update of the 1997 American Heart Association Scientific Statement
on Obesity and Heart Disease from the Obesity Committee of the Council on
Nutrition, Physical Activity, and Metabolism. Circulation. 2006;113(6):898-918.

Stapleton PA, James ME, Goodwill AG, Frisbee JC. Obesity and vascular
dysfunction. Pathophysiology. 2008;15(2):79-89.

Fruhbeck G. The adipose tissue as a source of vasoactive factors. Curr Med
Chem Cardiovasc Hematol Agents. 2004;2(3):197-208.

Furchgott RF, Vanhoutte PM. Endothelium-derived relaxing and contracting
factors. FASEB J. 1989;3(9):2007-18.

Feletou M, Vanhoutte PM. The third pathway: endothelium-dependent
hyperpolarization. J Physiol Pharmacol. 1999;50(4):525-34.

Feletou M, Vanhoutte PM. Endothelial dysfunction: a multifaceted disorder
(The Wiggers Award Lecture). Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2006;291(3):H985-1002.

Steinberg HO, Chaker H, Leaming R, Johnson A, Brechtel G, Baron AD.
Obesity/insulin  resistance is associated with endothelial dysfunction.

Implications for the syndrome of insulin resistance. J Clin Invest.
1996;97(11):2601-10.

Mather KJ, Mirzamohammadi B, Lteif A, Steinberg HO, Baron AD. Endothelin
contributes to basal vascular tone and endothelial dysfunction in human
obesity and type 2 diabetes. Diabetes. 2002;51(12):3517-23.

Perticone F, Ceravolo R, Candigliota M, Ventura G, lacopino S, Sinopoli F, et
al. Obesity and body fat distribution induce endothelial dysfunction by
oxidative stress: protective effect of vitamin C. Diabetes. 2001;50(1):159-65.

Lobato NS, Filgueira FP, Akamine EH, Davel AP, Rossoni LV, Tostes RC, et
al. Obesity induced by neonatal treatment with monosodium glutamate impairs
microvascular reactivity in adult rats: Role of NO and prostanoids. Nutr Metab
Cardiovasc Dis. 2010. In press.

Plum L, Wunderlich FT, Baudler S, Krone W, Bruning JC. Transgenic and
knockout mice in diabetes research: novel insights into pathophysiology,
limitations, and perspectives. Physiology (Bethesda). 2005;20:152-61.

91



Lobato NS

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

Cesareti MLR, Kohlmann JrO. Modelos Experimentais de Resisténcia a
Insulina e Obesidade: Ligcbes Aprendidas. Arq Bras Endocrinol Metab.
2006;50(2):190-7.

Marques-Lopesl, Marti A, Moreno-Aliaga MJ, Martinez A. Aspectos genéticos
da obesidade. Rev Nutr. 2004;17(3):327-38.

Campfield LA, Smith FJ, Burn P. The OB protein (leptin) pathway--a link
between adipose tissue mass and central neural networks. Horm Metab Res.
1996;28(12):619-32.

Munzberg H, Myers MG, Jr. Molecular and anatomical determinants of central
leptin resistance. Nat Neurosci. 2005;8(5):566-70.

Zucker LM, Zucker TF. Fatty, a new mutation in the rat. J Hered. 1961;52:275-
8.

Zucker TF, Zucker LM. Fat accretion and growth in the rat. J Nutr. 1963;80:6-
19.

Zucker LM, Antoniades HN. Insulin and obesity in the Zucker genetically
obese rat "fatty". Endocrinology. 1972;90(5):1320-30.

Zucker TF, Zucker LM. Hereditary obesity in the rat associated with high
serum fat and cholesterol. Proc Soc Exp Biol Med. 1962;110:165-71.

Johnson PR, Zucker LM, Cruce JA, Hirsch J. Cellularity of adipose depots in
the genetically obese Zucker rat. J Lipid Res. 1971;12(6):706-14.

Kurtz TW, Morris RC, Pershadsingh HA. The Zucker fatty rat as a genetic
model of obesity and hypertension. Hypertension. 1989;13(6 Pt 2):896-901.

Stern JS, Johnson PR. Spontaneous activity and adipose cellularity in the
genetically obese Zucker rat (fafa). Metabolism. 1977;26(4):371-80.

Vasselli JR, Cleary MP, Jen KL, Greenwood MR. Development of food
motivated behavior in free feeding and food restricted Zucker fatty (fa/fa) rats.
Physiol Behav. 1980;25(4):565-73.

Maggio CA, Greenwood MR. Adipose tissue lipoprotein lipase (LPL) and
triglyceride uptake in zucker rats. Physiol Behav. 1982;29(6):1147-52.

92



Lobato NS

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

Gruen R, Hietanen E, Greenwood MR. Increased adipose tissue lipoprotein
lipase activity during the development of the genetically obese rat (fa/fa).
Metabolism. 1978;27(12 Suppl 2):1955-66.

Turkenkopf 1J, Olsen JL, Moray L, Greenwood MR, Johnson PR. Hepatic
lipogenesis in the preobese Zucker rat. Proc Soc Exp Biol Med.
1980;164(4):530-3.

Osmond JM, Mintz JD, Dalton B, Stepp DW. Obesity increases blood
pressure, cerebral vascular remodeling, and severity of stroke in the Zucker
rat. Hypertension. 2009;53(2):381-6.

Engeli S, Bohnke J, Feldpausch M, Gorzelniak K, Janke J, Batkai S, et al.
Activation of the peripheral endocannabinoid system in human obesity.
Diabetes. 2005;54(10):2838-43.

Van Gaal LF, Rissanen AM, Scheen AJ, Ziegler O, Rossner S. Effects of the
cannabinoid-1 receptor blocker rimonabant on weight reduction and
cardiovascular risk factors in overweight patients: 1-year experience from the
RIO-Europe study. Lancet. 2005;365(9468):1389-97.

Despres JP, Golay A, Sjostrom L. Effects of rimonabant on metabolic risk
factors in overweight patients with dyslipidemia. N Engl J Med.
2005;353(20):2121-34.

Scheen AJ, Finer N, Hollander P, Jensen MD, Van Gaal LF. Efficacy and
tolerability of rimonabant in overweight or obese patients with type 2 diabetes:
a randomised controlled study. Lancet. 2006;368(9548):1660-72.

Nissen SE, Nicholls SJ, Wolski K, Rodes-Cabau J, Cannon CP, Deanfield JE,
et al. Effect of rimonabant on progression of atherosclerosis in patients with
abdominal obesity and coronary artery disease: the STRADIVARIUS
randomized controlled trial. JAMA. 2008;299(13):1547-60.

Di Marzo V, Matias |I. Endocannabinoid control of food intake and energy
balance. Nat Neurosci. 2005;8(5):585-9.

Di Marzo V, Goparaju SK, Wang L, Liu J, Batkai S, Jarai Z, et al. Leptin-
regulated endocannabinoids are involved in maintaining food intake. Nature.
2001;410(6830):822-5.

Di Marzo V. The endocannabinoid system in obesity and type 2 diabetes.
Diabetologia. 2008;51(8):1356-67.

93



Lobato NS

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

Buettner C, Muse ED, Cheng A, Chen L, Scherer T, Pocai A, et al. Leptin
controls adipose tissue lipogenesis via central, STAT3-independent
mechanisms. Nat Med. 2008;14(6):667-75.

Kola B, Hubina E, Tucci SA, Kirkham TC, Garcia EA, Mitchell SE, et al.
Cannabinoids and ghrelin have both central and peripheral metabolic and
cardiac effects via AMP-activated protein kinase. J Biol Chem.
2005;280(26):25196-201.

Schimmack G, Defronzo RA, Musi N. AMP-activated protein kinase: Role in
metabolism and therapeutic implications. Diabetes Obes Metab.
2006;8(6):591-602.

Ruby MA, Nomura DK, Hudak CS, Mangravite LM, Chiu S, Casida JE, et al.
Overactive endocannabinoid signaling impairs apolipoprotein E-mediated
clearance of triglyceride-rich lipoproteins. Proc Natl Acad Sci U S A.
2008;105(38):14561-6.

Janiak P, Poirier B, Bidouard JP, Cadrouvele C, Pierre F, Gouraud L, et al.
Blockade of cannabinoid CB1 receptors improves renal function, metabolic
profile, and increased survival of obese Zucker rats. Kidney Int.
2007;72(11):1345-57.

Gary-Bobo M, Elachouri G, Gallas JF, Janiak P, Marini P, Ravinet-Trillou C, et
al. Rimonabant reduces obesity-associated hepatic steatosis and features of
metabolic syndrome in obese Zucker fa/fa rats. Hepatology. 2007;46(1):122-9.

Izzo AA, Piscitelli F, Capasso R, Aviello G, Romano B, Borrelli F, et al.
Peripheral endocannabinoid dysregulation in obesity: relation to intestinal
motility and energy processing induced by food deprivation and re-feeding. Br
J Pharmacol. 2009;158(2):451-61.

Mulvany MJ, Halpern W. Contractile properties of small arterial resistance
vessels in spontaneously hypertensive and normotensive rats. Circ Res.
1977;41(1):19-26.

O'Sullivan SE, Kendall DA, Randall MD. Heterogeneity in the mechanisms of
vasorelaxation to anandamide in resistance and conduit rat mesenteric
arteries. Br J Pharmacol. 2004;142(3):435-42.

Jiang S, Fu Y, Wiliams J, Wood J, Pandarinathan L, Avraham S, et al.
Expression and function of cannabinoid receptors CB1 and CB2 and their
cognate cannabinoid ligands in murine embryonic stem cells. PLoS One.
2007;2(7):e641.

94



Lobato NS

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

Holzer P. Capsaicin: cellular targets, mechanisms of action, and selectivity for
thin sensory neurons. Pharmacol Rev. 1991;43(2):143-201.

Scotland RS, Chauhan S, Davis C, De Felipe C, Hunt S, Kabir J, et al.
Vanilloid receptor TRPV1, sensory C-fibers, and vascular autoregulation: a
novel mechanism involved in myogenic constriction. Circ Res.
2004;95(10):1027-34.

Caterina MJ, Schumacher MA, Tominaga M, Rosen TA, Levine JD, Julius D.
The capsaicin receptor: a heat-activated ion channel in the pain pathway.
Nature. 1997;389(6653):816-24.

Bevan S, Hothi S, Hughes G, James IF, Rang HP, Shah K, et al.
Capsazepine: a competitive antagonist of the sensory neurone excitant
capsaicin. Br J Pharmacol. 1992;107(2):544-52.

Dray A, Forbes CA, Burgess GM. Ruthenium red blocks the capsaicin-
induced increase in intracellular calcium and activation of membrane currents
in sensory neurones as well as the activation of peripheral nociceptors in vitro.
Neurosci Lett. 1990;110(1-2):52-9.

Rayment SJ, Ralevic V, Barrett DA, Cordell R, Alexander SP. A novel
mechanism of vasoregulation: ADP-induced relaxation of the porcine isolated
coronary artery is mediated via adenosine release. FASEB J. 2007;21(2):577-
85.

Goirand F, Solar M, Athea Y, Viollet B, Mateo P, Fortin D, et al. Activation of
AMP kinase alphal subunit induces aortic vasorelaxation in mice. J Physiol.
2007;581(Pt 3):1163-71.

Dudley DT, Pang L, Decker SJ, Bridges AJ, Saltiel AR. A synthetic inhibitor of
the mitogen-activated protein kinase cascade. Proc Natl Acad Sci U S A.
1995;92(17):7686-9.

Di Marzo V, Fontana A, Cadas H, Schinelli S, Cimino G, Schwartz JC, et al.
Formation and inactivation of endogenous cannabinoid anandamide in central
neurons. Nature. 1994;372(6507):686-91.

Sista AK, O'Connell MK, Hinohara T, Oommen SS, Fenster BE, Glassford AJ,
et al. Increased aortic stiffness in the insulin-resistant Zucker fa/fa rat. Am J
Physiol Heart Circ Physiol. 2005;289(2):H845-51.

95



Lobato NS

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

Bouvet C, Belin de Chantemele E, Guihot AL, Vessieres E, Bocquet A,
Dumont O, et al. Flow-induced remodeling in resistance arteries from obese
Zucker rats is associated with endothelial dysfunction. Hypertension.
2007;50(1):248-54.

Stepp DW, Frisbee JC. Augmented adrenergic vasoconstriction in
hypertensive diabetic obese Zucker rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2002;282(3):H816-20.

Naik JS, Xiang L, Hester RL. Enhanced role for RhoA-associated kinase in
adrenergic-mediated vasoconstriction in gracilis arteries from obese Zucker
rats. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2006;290(1):R154-61.

Lesniewski LA, Donato AJ, Behnke BJ, Woodman CR, Laughlin MH, Ray CA,
et al. Decreased NO signaling leads to enhanced vasoconstrictor
responsiveness in skeletal muscle arterioles of the ZDF rat prior to overt
diabetes and hypertension. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2008;294(4):H1840-50.

Xiang L, Dearman J, Abram SR, Carter C, Hester RL. Insulin resistance and
impaired functional vasodilation in obese Zucker rats. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2008;294(4):H1658-66.

Wagner JA, Varga K, Jarai Z, Kunos G. Mesenteric vasodilation mediated by
endothelial anandamide receptors. Hypertension. 1999;33(1 Pt 2):429-34.

Hillard CJ. Endocannabinoids and vascular function. J Pharmacol Exp Ther.
2000;294(1):27-32.

Kunos G, Jarai Z, Batkai S, Goparaju SK, Ishac EJ, Liu J, et al.
Endocannabinoids as cardiovascular modulators. Chem Phys Lipids.
2000;108(1-2):159-68.

Rajesh M, Mukhopadhyay P, Batkai S, Hasko G, Liaudet L, Huffman JW, et al.
CB2-receptor stimulation attenuates TNF-alpha-induced human endothelial
cell activation, transendothelial migration of monocytes, and monocyte-
endothelial adhesion. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007;293(4):H2210-8.

Rajesh M, Mukhopadhyay P, Hasko G, Huffman JW, Mackie K, Pacher P.
CB2 cannabinoid receptor agonists attenuate TNF-alpha-induced human
vascular smooth muscle cell proliferation and migration. Br J Pharmacol.
2008;153(2):347-57.

96



Lobato NS

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

McGiff JC, Carroll MA, Escalante B. Arachidonate metabolites and kinins in
blood pressure regulation. Hypertension. 1991;18(5 Suppl):111150-7.

Ellis EF, Moore SF, Willoughby KA. Anandamide and delta 9-THC dilation of
cerebral arterioles is blocked by indomethacin. Am J Physiol. 1995;269(6 Pt
2):H1859-64.

Grainger J, Boachie-Ansah G. Anandamide-induced relaxation of sheep
coronary arteries: the role of the vascular endothelium, arachidonic acid
metabolites and potassium channels. Br J Pharmacol. 2001;134(5):1003-12.

Randall MD, Alexander SP, Bennett T, Boyd EA, Fry JR, Gardiner SM, et al.
An endogenous cannabinoid as an endothelium-derived vasorelaxant.
Biochem Biophys Res Commun. 1996;229(1):114-20.

Cohen RA, Vanhoutte PM. Endothelium-dependent hyperpolarization. Beyond
nitric oxide and cyclic GMP. Circulation. 1995;92(11):3337-49.

Burnham MP, Bychkov R, Feletou M, Richards GR, Vanhoutte PM, Weston
AH, et al. Characterization of an apamin-sensitive small-conductance Ca(2+)-
activated K(+) channel in porcine coronary artery endothelium: relevance to
EDHF. Br J Pharmacol. 2002;135(5):1133-43.

Chataigneau T, Feletou M, Thollon C, Villeneuve N, Vilaine JP, Duhault J, et
al. Cannabinoid CB1 receptor and endothelium-dependent hyperpolarization
in guinea-pig carotid, rat mesenteric and porcine coronary arteries. Br J
Pharmacol. 1998;123(5):968-74.

Fulton D, Quilley J. Evidence against anandamide as the hyperpolarizing
factor mediating the nitric oxide-independent coronary vasodilator effect of
bradykinin in the rat. J Pharmacol Exp Ther. 1998;286(3):1146-51.

Moncada S, Higgs EA. The discovery of nitric oxide and its role in vascular
biology. Br J Pharmacol. 2006;147 Suppl 1:5193-201.

Mendizabal VE, Orliac ML, Adler-Graschinsky E. Long-term inhibition of nitric
oxide synthase potentiates effects of anandamide in the rat mesenteric bed.
Eur J Pharmacol. 2001;427(3):251-62.

Begg M, Pacher P, Batkai S, Osei-Hyiaman D, Offertaler L, Mo FM, et al.
Evidence for novel cannabinoid receptors. Pharmacol Ther. 2005;106(2):133-
45.

97



Lobato NS

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

Mendizabal VE, Adler-Graschinsky E. Cannabinoids as therapeutic agents in
cardiovascular disease: a tale of passions and illusions. Br J Pharmacol.
2007;151(4):427-40.

Shaul PW. Regulation of endothelial nitric oxide synthase: location, location,
location. Annu Rev Physiol. 2002;64:749-74.

Chen Z, Peng IC, Sun W, Su MI, Hsu PH, Fu Y, et al. AMP-activated protein
kinase functionally phosphorylates endothelial nitric oxide synthase Ser633.
Circ Res. 2009;104(4):496-505.

Cale JM, Bird IM. Inhibition of MEK/ERK1/2 signalling alters endothelial nitric
oxide synthase activity in an agonist-dependent manner. Biochem J.
2006;398(2):279-88.

Anter E, Chen K, Shapira OM, Karas RH, Keaney JF, Jr. p38 mitogen-
activated protein kinase activates eNOS in endothelial cells by an estrogen
receptor alpha-dependent pathway in response to black tea polyphenols. Circ
Res. 2005;96(10):1072-8.

Carling D. The AMP-activated protein kinase cascade--a unifying system for
energy control. Trends Biochem Sci. 2004;29(1):18-24.

Lim CT, Kola B, Korbonits M. AMPK as a mediator of hormonal signalling. J
Mol Endocrinol. 2010;44(2):87-97.

Minokoshi Y, Kim YB, Peroni OD, Fryer LG, Muller C, Carling D, et al. Leptin
stimulates fatty-acid oxidation by activating AMP-activated protein kinase.
Nature. 2002;415(6869):339-43.

Yamauchi T, Kamon J, Minokoshi Y, Ito Y, Waki H, Uchida S, et al.
Adiponectin stimulates glucose utilization and fatty-acid oxidation by activating
AMP-activated protein kinase. Nat Med. 2002;8(11):1288-95.

Chen zP, Mitchelhill KI, Michell BJ, Stapleton D, Rodriguez-Crespo |, Witters
LA, et al. AMP-activated protein kinase phosphorylation of endothelial NO
synthase. FEBS Lett. 1999;443(3):285-9.

Zhang XP, Hintze TH. cAMP signal transduction induces eNOS activation by
promoting PKB phosphorylation. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2006;290(6):H2376-84.

98



Lobato NS

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

Lipina C, Stretton C, Hastings S, Hundal JS, Mackie K, Irving AJ, et al.
Regulation of MAP kinase-directed mitogenic and protein kinase B-mediated
signaling by cannabinoid receptor type 1 in skeletal muscle cells. Diabetes.
2010;59(2):375-85.

Li DY, Tao L, Liu H, Christopher TA, Lopez BL, Ma XL. Role of ERK1/2 in the
anti-apoptotic and cardioprotective effects of nitric oxide after myocardial
iIschemia and reperfusion. Apoptosis. 2006;11(6):923-30.

Xu Z, Ji X, Boysen PG. Exogenous nitric oxide generates ROS and induces
cardioprotection: involvement of PKG, mitochondrial KATP channels, and
ERK. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2004;286(4):H1433-40.

Touyz RM, He G, Deng LY, Schiffrin EL. Role of extracellular signal-regulated
kinases in angiotensin ll-stimulated contraction of smooth muscle cells from
human resistance arteries. Circulation. 1999;99(3):392-9.

Xiao D, Zhang L. ERK MAP kinases regulate smooth muscle contraction in
ovine uterine artery: effect of pregnancy. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2002;282(1):H292-300.

Matsumoto T, Ishida K, Nakayama N, Kobayashi T, Kamata K. Involvement of
NO and MEK/ERK pathway in enhancement of endothelin-1-induced
mesenteric artery contraction in later-stage type 2 diabetic Goto-Kakizaki rat.
Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2009;296(5):H1388-97.

Ding L, Chapman A, Boyd R, Wang HD. ERK activation contributes to
regulation of spontaneous contractile tone via superoxide anion in isolated rat
aorta of angiotensin Ill-induced hypertension. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2007;292(6):H2997-3005.

Kim J, Yoon MY, Choi SL, Kang I, Kim SS, Kim YS, et al. Effects of stimulation
of AMP-activated protein kinase on insulin-like growth factor 1- and epidermal
growth factor-dependent extracellular signal-regulated kinase pathway. J Biol
Chem. 2001;276(22):19102-10.

Kawasaki H, Takasaki K, Saito A, Goto K. Calcitonin gene-related peptide
acts as a novel vasodilator neurotransmitter in mesenteric resistance vessels
of the rat. Nature. 1988;335(6186):164-7.

Gunthorpe MJ, Benham CD, Randall A, Davis JB. The diversity in the
vanilloid (TRPV) receptor family of ion channels. Trends Pharmacol Sci.
2002;23(4):183-91.

99



Lobato NS

151 Glaser ST, Kaczocha M, Deutsch DG. Anandamide transport: a critical
review. Life Sci. 2005;77(14):1584-604.

152 Moore SA, Nomikos GG, Dickason-Chesterfield AK, Schober DA, Schaus JM,
Ying BP, et al. Identification of a high-affinity binding site involved in the
transport of endocannabinoids. Proc Natl Acad Sci U S A.
2005;102(49):17852-7.

100



Lobato NS

ANEXO A - Lobato NS, Filgueira FP, Prakash R, Giachini FR, Ergul A, Carvalho
MHC, Webb RC, Tostes RC, Fortes ZB. Obesity decreases the vascular relaxation to

anandamide, a cannabinoid agonist.



British Journal of Pharmacology

r

British Journal g  «flB&ITISH
Pharmacology

|HF'5 PHARMACOLOGICAL
- I FSOCIETY

Obesity decreases the vascular relaxation to anandamide, a

cannabinoid agonist

Journal:

British Journal of Pharmacology

Manuscript ID:

Draft

Manuscript Type:

Research Paper

Date Submitted by the
Author:

n/a

Complete List of Authors:

Lobato, Nubia; University of Sao Paulo, Pharmacology; Medical
College of Georgia, Physiology

Filgueira, Fernando; University of Sao Paulo, Pharmacology;
Medical College of Georgia, Physiology

Prakash, roshyni; Medical College of Georgia, Physiology

Ergul, Advye; Medical College of Georgia, Physiology

Giachini, Fernanda; University of Sao Paulo, Pharmacology; Medical
College of Georgia, Physiology

Carvalho, Maria Helena; University of Sao Paulo, Pharmacology
Webb, Clinton; Medical college of georgia, Physiology

Tostes, Rita; University of Sao Paulo, Pharmacology; Medical
College of Georgia, Physiology

Fortes, Zuleica; University of Sao Paulo, Pharmacology

Publication category:

Cardiovascular pharmacology

Keywords:

Cardiovascular pharmacology < A. General fields, Cannabinoids <
B. Mediators, Receptors, Transporters, Channels & Ligands, Drug
receptor mechanisms < A. General fields, CGRP < B. Mediators,
Receptors, Transporters, Channels & Ligands, Nitric oxide < B.
Mediators, Receptors, Transporters, Channels & Ligands, Transient
receptor potential channels (TRP) < B. Mediators, Receptors,
Transporters, Channels & Ligands

SCHOLARONE™
Manuscripts

British Pharmacological Society




Page 1 of 37 British Journal of Pharmacology

©CoO~NOUTA,WNPE
o]
(9]

7R o © LR
ozR 20 B ozr 20
LZR denuded

OZR denuded 40

60:

Relaxation (%)
Relaxation (%)

[
N

Relaxation (%)
3

80:

100 100

16 9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3
- Log [M] Anandamide - Log [M] ACEA - Log [M] JWH-015

Figure 1- Effect of obesity on vascular relaxation to cannabinoid agonists. Cumulative concentration-
response curves for anandamide (A), ACEA (CB1 receptor-selective agonist, B) and JWH-015 (CB2
21 receptor-selective agonist, C) in U46619-precontracted mesenteric arteries from lean Zucker rats
22 (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). Each point represents the mean £ SEM. *P<0.05 vs. LZR. N
23 = 6/group.
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Figure 2- Contribution of CB1 and CB2 receptors to the vascular effects of anandamide in
mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A, the vessels
were pretreated with a CB1 antagonist (AM 251, 1 uM) and in B with a CB2 antagonist (AM 630, 1

MM) for 30 minutes. In C and D, representative western blots for CB1 and CB2 receptors,

respectively, in mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs).
Results were normalised to B-actin expression and expressed as units of change from the control.
Data are expressed as mean = SEM. *P<0.05 vs. LZR. #P<0.05 vs. respective group in the absence
of blockade. N = 5 or 6/group.
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32 Figure 3- Effect of obesity on the protein expression of cannabinoid receptors. In A and B, western

33 blots for CB1 (A) and CB2 receptors (B) in mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and

34 obese Zucker rats (OZRs). Results were normalised to B-actin expression and expressed as units of

change from the control. Data are expressed as mean £ SEM. *P<0.05 vs. LZR. N = 5/group.
95x67mm (600 x 600 DPI)

British Pharmacological Society



©CoO~NOUTA,WNPE

British Journal of Pharmacology

Figure 4- Confocal microscopic images of von Willebrand factor (VWF, red), DAPI (blue), CB1
receptors (green) and CB2 receptors (green) in mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs, A
and B) and obese Zucker rats (OZRs, C and D). Endothelium-intact mesenteric sections were
immunolabeled with antibodies against CB1, CB2 and von Willebrand factor. The nuclei were
counterstained with DAPI. An overlay of the vWF, DAPI and CB1 or CB2 images is presented
(merge). Endothelial localisation of CB1 and CB2 receptors is shown in the merged images (yellow).
The images are representative of three separated experiments. N = 5/group. Scale bar = 40 ym.
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Figure 5- Contribution of the nitric oxide (NO) to the vascular effects of anandamide in mesenteric
arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A, the vessels were
pretreated with an NO synthase inhibitor (L-NAME, 100 uM, for 30 minutes) and the vascular

relaxation to anandamide was evaluated in U46619-precontracted mesenteric arteries. In B, the
phosphorylation of eNOS was evaluated by western in mesenteric arteries from blot LZRs and OZRs.
Panel shows densitometric analysis of the western blot for eNOS protein expression. Total eNOS
levels are shown as loading controls. Data are expressed as mean £ SEM. *P<0.05 vs. LZR.
#P<0.05 vs. OZR. N = 5/group.
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Figure 6- Contribution of cyclic AMP-dependent protein kinase (AMPK) and extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) pathways to anandamide responses in mesenteric arteries from
lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A and B, the vessels were incubated with

AICAR (an AMPK activator, 1 mM) or PD98059 (ERK1/2 inhibitor, 1 uM), respectively, for 30
minutes and the vascular relaxation to anandamide was evaluated in U46619-precontracted
mesenteric arteries. In C, D and E representative western blots for phosphorylation of AMPK, acetyl-
CoA carboxylase (ACC) and ERK1/2 in mesenteric arteries from LZRs and OZRs are shown. Panels
show densitometric analysis of the western blots for AMPK, ACC and ERK1/2 protein expression.
Total protein levels are shown as loading controls. Data are expressed as mean + SEM. *P<0.05 vs.
LZR, #P<0.05 vs. OZR. N = 5 or 6/group.
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UM, B) for 30 minutes and the vascular relaxation to anandamide was evaluated in U46619-
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28 #P<0.05 vs. LZR in the absence of blockade. N = 6/group.

29 36x16mm (600 x 600 DPI)

British Pharmacological Society



©CoO~NOUTA,WNPE

el
WN RO

U OO AR DMBEMDIAMDIMBAEADIAMDMDNWOWWWWWWWWWWNDNNDNNNNNNNRERPRRERERER
QUOWONOUPRRWNRPOOO~NOUOPRWNRPOOONOUAWNRPOOONOOODURAWNRPEPOOOLONO O

Relaxation (%)

60+

Relaxation (%)

804

British Journal of Pharmacology Page 8 of 37

LZR
OZR
LZR- capsaicin
OZR- capsaicin

1004

LZR

OZR

LZR- a-CGRP
OZR- a-CGRP

"o o

- Log [M] Anandamide

LZR
OZR
LZR- Ruthenium red
OZR- Ruthenium red
40+

60+

Relaxation (%)

80+

100+

r~r~rrTrTrTrTrer T
9 8 7 6 5 4 3
- Log [M] Anandamide

Relaxation (%)

1004

- Log [M] Capsaicin

Figure 8- Involvement of TRPV1 receptors on sensory C-fibres in anandamide responses of
mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A, in vitro C-
fibre desensitisation was induced using the selective neurotoxin capsaicin (1 uM). In B, vessels were
pretreated with the TRPV1 blocker, ruthenium red (30 uM, 30 minutes). In C, vessels were
pretreated with the calcitonin gene-related peptide (CGRP) receptor antagonist a-CGRP (8-37) (10
UM, 30 minutes). In D, concentration-response curves for capsaicin in U46619-precontracted
mesenteric arteries. Each point represents the mean £ SEM. *P<0.05 vs. LZR, #P<0.05 vs.
respective group in the absence of blockade. N = 6/group.
114x86mm (600 x 600 DPI)

British Pharmacological Society



Page 9 of 37 British Journal of Pharmacology

Obesity decreases the vascular relaxation to anandamide, a cannabinoid agonist

Running title: Endocannabinoid system in obesity

©CoO~NOUTA,WNPE

NS Lobato’?, FP Filgueira?, R Prakash?, FR Giachini"?, A Ergul?, MHC Carvalho', RC Webb? RC

11  Tostes'?, ZB Fortes'

15 ! Department of Pharmacology, Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo,

17 Brazil, and ? Department of Physiology, Medical College of Georgia, Augusta, Georgia, USA.

2> * Corresponding author: Dr. Zuleica Bruno Fortes.

24 Department of Pharmacology, Institute of Biomedical Sciences,
26 University of Sao Paulo, Sao Paulo, 05508-900 — Brazil.

29 Tel/Fax: +55-11-3091-7317

31  e-mail: zbfortes@icb.usp.br

Number of words: 6368

British Pharmacological Society


mailto:zbfortes@icb.usp.br

©CoO~NOUTA,WNPE

British Journal of Pharmacology Page 10 of 37

Obesity decreases the vascular relaxation to anandamide, a cannabinoid agonist
NS Lobato, FP Filgueira, R Prakash, FR Giachini, A Ergul, MHC Carvalho, RC Webb, RC

Tostes, ZB Fortes

Background and purpose: Considering the role of the endocannabinoid system in the control of the
vascular tone, we hypothesised that obesity impairs the vasorelaxation to cannabinoid agonists.
Experimental approach: Young obese Zucker rats (OZRs) and their lean counterparts (LZRs) were
used. The vascular reactivity was evaluated in a small vessel myograph for isometric tension
recording. The protein expression and localisation were performed by western blotting and
immunofluorescence, respectively.

Key results: The vasorelaxation induced by anandamide as well as by CB1, CB2 and TRPV1
agonists was impaired in mesenteric arteries with intact endothelium from OZRs. Incubation with an
AMP-dependent protein kinase (AMPK) activator, an extracellular signal-regulated kinases 1 and 2
(ERK1/2) inhibitor or a fatty acid amide hydrolase (FAAH) inhibitor restored anandamide-induced
relaxation in arteries from OZRs. The protein expression of CB1 and CB2 receptors was decreased in
mesenteric arteries from OZRs. Incubation of mesenteric arteries with anandamide evoked
endothelial nitric oxide synthase, AMPK and acetyl CoA carboxylase phosphorylation in LZRs,
whereas it decreased the phosphorylation of these proteins in OZRs. Basal ERK1/2 phosphorylation
was increased in vessels from OZRs, and this effect was potentiated by anandamide.

Conclusions and implications: Obesity decreases the endothelium-dependent relaxation to
anandamide in resistance mesenteric arteries. Reductions in cannabinoid receptors expression,
decreased transport and increased degradation of anandamide as well as decreased AMPK/eNOS
activity and increased ERK1/2 activity are involved in this alteration. These data provide new
evidence for a role of the endocannabinoid system in the vascular dysfunction present in obesity.

Keywords: obesity; endocannabinoid system; anandamide; resistance mesenteric arteries
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Abbreviations:

ACC

Acetyl CoA carboxylase

AMPK

AMP-dependent protein kinase
BP

Blood pressure

CGRP

calcitonin gene-related peptide
EDHF

endothelium-derived hyperpolarising factor
eNOS

endothelial nitric oxide synthase
ERK1/2

extracellular signal-regulated kinases 1 and 2
FAAH

fatty acid amide hydrolase

LZR

lean Zucker rat

MAPK

mitogen-activated protein kinase
NOS

nitric oxide synthase

OZR

obese Zucker rat
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INTRODUCTION

Obesity is a major public health problem in worldwide (Flegal et al., 2002; Hill, 2006). This
condition is considered one of the main risk factors for the increased morbidity and mortality from
hypertension, dyslipidemia, type 2 diabetes, heart failure, stroke, and coronary artery disease
(Echahidi et al., 2007). Obesity is strongly linked to endothelial dysfunction (Stapleton et al., 2008),
which can be considered the first step in the progression of cardiovascular diseases (Gokce et al.,
2003; Lerman et al., 2005). In obese individuals, a substantial amount of evidence consistently
demonstrates impaired arterial function manifested by reduced endothelium-dependent vasodilation.
In the largest study that examined this issue, the Framingham Heart Study, an independent
relationship between body mass index and blunted brachial artery flow-mediated dilation was
reported (Mitchell et al., 2004).

An increased release of endocannabinoid agonists has been reported in obesity. In addition,
higher levels of the endogenous cannabinoids anandamide (arachidonylethanolamide) and 2-
arachidonoylglycerol in the plasma of obese subjects correlated with visceral adiposity (Engeli et al.,
2005; Matias et al., 2008; Szmitko et al., 2008). The endocannabinoid system is an endogenous
system that plays an important role in the central and peripheral regulation of energy homeostasis,
lipid metabolism, and fat accumulation (Cota et al, 2003). This system comprises the
endocannabinoids, the enzymes involved in their biosynthesis and degradation and the G protein-
coupled receptors that mediate their effects (CB1 and CB2) (Cravatt et al., 1996; Di Marzo, 2008; Liu
et al., 2008; Mackie et al., 2006). The expression of CB receptors in various tissues explains the ever-
growing list of functions attributed to the endocannabinoid system.

Endogenous cannabinoids such as anandamide also contribute to the regulation of vascular
tone, evoking the release of prostanoids, nitric oxide (NO) and endothelium-derived hyperpolarising
factor (EDHF) (Grainger et al., 2001; Hillard, 2000; Randall et al., 2004). Nevertheless, the relevance

of the vascular actions of the endocannabinoid system in the vascular dysfunction associated with
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obesity is still unknown. In the present study, we investigated the implications of obesity for the
response to anandamide in resistance mesenteric arteries. Considering the role of the
endocannabinoid system in the control of the vascular tone, we hypothesised that the vascular
relaxation induced by anandamide, a cannabinoid agonist, is impaired in obesity through reductions
in cannabinoid receptor expression or in the signalling pathways downstream of cannabinoid
receptors. To test our hypothesis, we used young (six- to seven-week-old) obese Zucker rats (OZRs),
which display vascular dysfunction, providing a suitable model to investigate the response of
resistance vessels to cannabinoids in obesity.

Our results showed that the arterial relaxation induced by the cannabinoid agonist anandamide
is impaired in OZRs. Reductions in cannabinoid receptors expression, decreased transport and
increased degradation of anandamide as well as decreased AMPK/eNOS activity and increased

ERK1/2 activity are involved in this alteration.
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METHODS
Animals

All animal procedures were performed in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
revised 1996) and approved by the Institutional Animal Care and Use Committees at the Medical
College of Georgia. Male lean Zucker rats (LZRs) and OZRs (six- to seven-week-old) were purchased
from Harlan Laboratories and were maintained on a 12-hour light/dark cycle under controlled
temperature (22+1 °C) with access to food and water ad libitum. On the day of the experiment, after
food deprivation (5 h), LZRs and OZRs were weighed, and tail blood samples were taken. Blood
glucose levels were analysed using a glucometer (Roche, Mannheim, Germany). After sacrifice, the
white adipose tissue (epididymal and retroperitoneal) was dissected and weighed. Blood pressure
(BP) was measured in conscious rats by an indirect tail-cuff method (Kent Scientific Corporation, CT)
after a training period of three days. Rats were maintained at 37 °C for 10 min, and then three

consecutive stable BP measurements were averaged.

Vascular function studies

Force development in response to a specific experimental protocol was evaluated in
mesenteric arteries from both groups as previously described (Mulvany et al., 1977). The mesenteric
vascular bed was removed and placed in Krebs solution (see below for composition). Segments (2
mm in length) of the mesenteric arteries were mounted on 40-um wires in a small vessel myograph
for isometric tension recording. The vessels were allowed to equilibrate for about 30 min in Krebs
solution of the following composition (in mM): 130 NaCl, 14.9 NaHCOs3;, 4.7 KCI, 1.18 KH2POy4, 1.17
MgSO4:7H,0, 5.5 glucose, 1.56 CaCl,'2H,0, and 0.026 EDTA. The solution was gassed with 5 %
CO; in O, to maintain a pH of 7.4. The relationship between resting wall tension and internal

circumference was determined, and the internal circumference, L100, corresponding to a transmural
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pressure of 100 mmHg for a relaxed vessel in situ, was calculated. The vessels were set to the
internal circumference L1, given by L1 = 0.9xL100. The effective internal lumen diameter was
determined as L1 = L1/m, and was between 200 and 300 um. After stabilisation, arterial integrity was
assessed by stimulation of vessels with 120 mM KCI. Endothelial function was assessed by testing
the relaxant effect of acetylcholine (ACh, 1 uM) on vessels precontracted with phenylephrine (1 uM).
The failure of ACh to elicit relaxation of mesenteric arteries previously subjected to rubbing of the

intimal surface with a human hair was taken as proof of endothelium removal.

Vascular responses to anandamide, CB1 and CB2 agonists

Cumulative concentration—response curves for anandamide, ACEA (a CB1 receptor-selective
agonist), JWH-015 (a CB2 receptor-selective agonist) and capsaicin were performed in U46619-
precontracted mesenteric arteries. Each preparation was tested with a single agent. To determine
whether anandamide-induced relaxation was dependent on the endothelium, responses were also
measured using endothelium-denuded arteries. To investigate the involvement of cannabinoid
receptors in anandamide responses, mesenteric arteries were preincubated for 30 min with either the
CB1 receptor antagonist (AM251, 1 uM) (O'Sullivan et al., 2004) or the CB2 receptor antagonist
(AM630, 1 uM) (Jiang et al., 2007).

To determine whether prior cellular uptake or metabolic conversion of anandamide was
required for its vascular effects, mesenteric arteries were pretreated for 30 min with the
endocannabinoid transport inhibitor AM404 (10 uM) (Beltramo et al.,, 1997) or the fatty acid amide
hydrolase (FAAH) inhibitor URB597 (100 nM) (Kaczocha et al., 2009), respectively.

To investigate the contribution of the cyclic AMP-dependent protein kinase (AMPK) and
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) pathways to anandamide responses, the
AMPK activator aminoimidazole carboxamide ribonucleotide (AICAR, 1 mM) (Goirand et al., 2007)

and the ERK1/2 inhibitor PD98059 (1 uM, 30 min) (Dudley et al., 1995) were used, respectively. To
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examine the contribution of NO in the vascular effects of anandamide, mesenteric arteries were
pretreated with the nitric oxide synthase inhibitor Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 pM,
for 30 min) (Lobato et al., 2010).

To investigate the involvement of sensory C-fibres in anandamide responses, mesenteric
arteries were pretreated with different blockers. Desensitisation of C-fibres in vitro was induced using
the selective neurotoxin capsaicin (1 uM for 20 minutes, followed by a 40-minute washout period)
(Holzer, 1991). Acute exposure to capsaicin promotes activation of sensory C-fibres; however, after
prolonged exposure, as in the current protocol, a desensitisation of the nerve ending occurs. A 40-
minute washout period ensures removal of any residual neuropeptide that may have been released,
as previously described (Scotland et al., 2004).

Considering that transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV-1) channels have been
identified as the major activation site on C-fibre nerve endings (Caterina et al., 1997), we investigated
the effects of the selective TRPV1 blocker capsazepine (3 uM, 30 min) (Bevan et al., 1992) and the
nonselective cation channel blocker ruthenium red (30 uM, 30 min) (Dray et al., 1990) on anandamide
responses. In addition, the participation of the products released after activation of vanilloid receptors
was investigated using the calcitonin gene-related peptide (CGRP) receptor antagonist a-CGRP (8-
37) (10 uM, 30 min) (Zygmunt et al., 2002) or the P2Y1 receptor antagonist MRS2179 (1 uM, 30 min)
(Rayment et al., 2007).

Because we did not observe any difference in the responses to anandamide of denuded

arteries from LZRs and OZRs, the studies were carried out with intact arteries.

Western Blotting
Mesenteric arteries from LZRs and OZRs were isolated, cleaned of fat, dissected and frozen in
liquid nitrogen. Extracted proteins (50 pg) were separated by electrophoresis on 8% polyacrylamide

gels and transferred to nitrocellulose membranes. Nonspecific binding sites were blocked with 5%
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skim milk in Tris-buffered saline solution with Tween (0.1%) for 1 hour at 24°C. Membranes were
incubated with antibodies (at the indicated dilutions) overnight at 4°C. Antibodies were as follows:
anti-CB1 (1:250, Sigma), anti-CB2 (1:1000, Sigma), anti-eNOs (1:500, Cell Signaling), anti-phospho
eNOs (1:1000, Cell Signaling), anti-AMPK (1:1000, Cell Signaling), anti-phospho AMPK (1:1000, Cell
Signaling), anti-acetyl CoA carboxylase (ACC, 1:1000, Cell Signaling), anti-phospho ACC (1:1000,
Cell Signaling), anti-ERK1/2 (1:1000, Cell Signaling), anti-phospho ERK1/2 (1:1000, Cell Signaling)
and anti-B-actin (1:20000, Sigma). After incubation with secondary antibodies, signals were revealed
by chemiluminescence, visualised by autoradiography and quantified densitometrically. Results were

normalised to B-actin expression and expressed as units relative to the control.

Immunofluorescence and confocal microscopy

After fixation of the endothelium-intact mesenteric segments, the samples were frozen in OCT
compound (Sakura Finetek USA, Torrance, CA), and serial cryosections (20 um) were prepared and
mounted on slides. After washing in phosphate-buffered saline (PBS), slides containing samples were
blocked with bovine serum albumin (BSA, 0.1%) for 1 hour at room temperature. The sections were
subsequently incubated (at the indicated dilutions) with rabbit monoclonal anti-CB1 (1:100, Abcam),
rabbit polyclonal anti-CB2 (1:100, Abcam), or mouse anti-von Willebrand (1:500, Abcam) overnight at
4°C. After washing in PBS, the fluorescent secondary antibodies (at a 1:1000 dilution) goat anti-
mouse IgG Alexa Fluor 488 and goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) were applied and
incubated for 1 h at room temperature. After washing in PBS, the slides were coverslipped with anti-
fading mounting medium (Gel/Mount medium; Biomeda, Foster City, CA). Fluorescent
photomicrographs were obtained using a laser scanning confocal microscope (Leica TCS-DMRE,
Germany). The nuclear stain 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was used to label all cells. No

significant fluorescence was observed when the primary antibodies were omitted.
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Data analysis and statistical procedures
Vasodilatation is represented as a percentage of the maximal response to U46619. The
maximum response was calculated by non-linear regression analysis. Data are presented as mean *
SEM, and intergroup comparisons were performed using Student’s t-test or one-way ANOVA when

appropriate. P values less than 0.05 were considered significant.

Drugs

Phenylephrine, acetylcholine, capsaicin, L-NAME, AICAR, PD98059, MRS2179 and a-CGRP
(8-37) were purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). Anandamide, ACEA, JWH-015,
AM251, AM630, capsazepine, ruthenium red and AM404 were purchased from Tocris (Ellisville, MO),

and URB597 was obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).

10

British Pharmacological Society



Page 19 of 37 British Journal of Pharmacology

©CoO~NOUTA,WNPE

RESULTS
General characteristics of OZRs

Table 1 summarised comparisons of general parameters between young LZRs and OZRs. BP
and glucose levels were similar between LZRs and OZRs. However, OZRs displayed higher body
weight and fat mass compared with age-matched LZRs. This indicates that young OZRs represent a

normotensive and normoglycemic model of obesity.

Effect of obesity on vascular relaxation to cannabinoid agonists

Anandamide induced dose-dependent relaxation in mesenteric arteries from both LZRs and
OZRs. However, this response was impaired in arteries from OZRs. In endothelium-denuded
preparations, similar relaxation responses to anandamide were observed in samples from OZRs and
LZRs (Figure 1A). Endothelium-intact arteries from OZRs also displayed a marked decrease in the
vascular relaxation mediated by CB1 and CB2 cannabinoid receptor agonists compared with vessels
from LZRs (Figures 1B and 1C). Blockade of CB1 and CB2 receptors with AM251 or AM630,
respectively, slightly decreased the relaxation responses to anandamide in arteries from LZRs. On
the other hand, anandamide responses were almost blunted in samples from OZRs after incubation
with CB1 and CB2 antagonists (Figures 2A and B).

Inhibition of NO synthase with L-NAME significantly decreased the anandamide-induced
relaxation of vessels from LZRs, whereas it did not alter this response in samples from OZRs (Figure
5A). Incubation of mesenteric arteries from OZRs with either the AMPK activator (AICAR) or the
ERK1/2 inhibitor (PD98059) corrected the reduced relaxation response to anandamide (Figures 6A
and B).

The cannabinoid transport inhibitor AM404 did not alter the anandamide-induced relaxation of

vessels from OZRs, whereas it significantly decreased this response in arteries from LZRs (Figure

11

British Pharmacological Society



©CoO~NOUTA,WNPE

British Journal of Pharmacology Page 20 of 37

7A). Incubation with the FAAH inhibitor URB597 corrected the reduced anandamide-induced
relaxation of samples from OZRs (Figure 7B).

In vitro C-fibre desensitisation with capsaicin markedly reduced the anandamide-induced
relaxation of arteries from both LZRs and OZRs (Figure 8A). Blockade of TRPV1 with ruthenium red
also decreased anandamide-induced vessel relaxation in samples from both LZRs and OZRs (Figure
8B). Purinergic receptors antagonism with MRS2179 did not change anandamide-induced arterial
relaxation in vessels from both experimental groups (data not shown). However, the blockade of
CGRP receptors with a-CGRP (8-37) almost completely inhibited the anandamide-induced relaxation
in LZRs, and it decreased this response to a lesser extent in OZRs (Figure 8C). Capsaicin-induced

relaxation was markedly decreased in OZRs compared with LZRs (Figure 8D).

Effect of obesity on the protein expression of cannabinoid receptors
The protein expression of CB1 and CB2 receptors was decreased in mesenteric arteries from
OZRs as compared with LZRs (Figures 3C and D). The protein expression of TRPV1 receptors was

similar in mesenteric arteries from LZRs and OZRs (data not shown).

Effect of anandamide on the phosphorylation of eNOS, AMPK and ERK1/2 in LZRs and OZRs
We tested whether anandamide altered the activity of eNOS, AMPK and ERK1/2 in mesenteric
arteries. Vessels were incubated with 1 yM anandamide for 30 min, and the activation these proteins
was examined. The phosphorylation of eNOS at Ser-1177 was not altered in vessels from OZRs.
However, after incubation with anandamide, eNOS phosphorylation was decreased in mesenteric
arteries from OZRs. In contrast, a robust increase in eNOS phosphorylation was observed in LZRs
(Figure 5B). Similarly, anandamide treatment decreased AMPK Thr-172 phosphorylation in arteries
from OZRs and increased AMPK phosphorylation in vessels from LZRs (Figure 6C). To confirm that

AMPK activation by anandamide results in typical AMPK-mediated downstream responses, we
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evaluated the phosphorylation of ACC, a primary target of activated AMPK. We found that
anandamide treatment decreased ACC phosphorylation in arteries from OZRs. Phosphorylation of
ACC was increased in vessels from LZRs after incubation with anandamide (Figure 6D).
Phosphorylation of ERK1/2 was increased in vessels from OZRs. Incubation with anandamide
increased ERK1/2 phosphorylation in arteries from LZRs, and it potentiated the activation of this

mitogen-activated protein kinase (MAPK) in vessels from OZRs (Figure 6E).

Localisation of CB1 and CB2 receptors in mesenteric arteries

Localisation of CB1 and CB2 receptors with von Willebrand factor is shown by confocal
immunofluorescence microscopy in endothelium-intact mesenteric sections. Immunofluorescence for
CB1 (Figure 4A) and CB2 (Figure 4B) receptors was visualised in mesenteric arteries of LZRs. To
determine whether CB1 and CB2 receptors were localised in endothelial cells, we used double
immunolabeling of rat mesenteric arteries for CB1, CB2 and von Willebrand factor, a widely used
marker for endothelial cells. Von Willebrand factor was visualised using a red fluorescent secondary
antibody, whereas CB1 and CB2 were visualised with green fluorescent secondary antibodies.
Colocalisation of CB1 or CB2 and von Willebrand factor, as observed by the yellow colour of the
overlay of CB1 or CB2 and von Willebrand staining, was observed in endothelial cells. Mesenteric
arteries from OZRs displayed decreased CB1 (Figure 4C) and CB2 (Figure 4D) immunofluorescence
in both smooth muscle cells and endothelium when compared with the representative images from

LZRs.
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DISCUSSION

Studies investigating the physiological effects of cannabinoids have focused on the regulation
of the metabolic homeostasis (Cota et al., 2003; Engeli et al., 2005; Matias et al., 2008). However, the
effects of cannabinoid agonists are not restricted to tissues that control metabolic homeostasis.
Endogenous cannabinoids also contribute to the regulation of vascular tone in physiological
conditions (Grainger et al., 2001; Hillard, 2000). In this regard, the goal of the current study was to
test the hypothesis that the vascular response to anandamide, an endocannabinoid agonist, is
impaired in obesity. Herein, we present the novel finding that resistance mesenteric arteries from
young OZRs display decreased endothelium-dependent relaxation to anandamide.

The OZR model has been widely used to investigate the cardiovascular effects of obesity and
insulin resistance. It is important to consider that although the cause of obesity in OZRs is not
common among humans, the phenotype parallels human obesity in many ways. These rats display
increased triglycerides, cholesterol and insulin levels, and eventually develop type 2 diabetes (Zucker
et al., 1972). It must be noted, however, that at the age the OZRs were used in the current study, they
did not display increased BP or hyperglycemia, which are factors that can contribute to changes in
the endocannabinoid system (Subramanian et al., 2003).

One important finding in the current study was that the impairment of anandamide-induced
relaxation of mesenteric arteries from OZRs involves changes at the level of the endothelium
because the reduced responses to anandamide were only observed in preparations with intact
endothelium. Furthermore, we demonstrated that the reduction of anandamide response in OZRs is
mediated by CB1 and CB2 receptors because the vascular responses to specific agonists of these
receptors were also impaired in these rats. The role of CB1 and CB2 receptors in the reduced
relaxation response to anandamide in arteries from OZRs was further confirmed in our study by
western blotting and immunofluorescence analysis. We observed that the protein expression of CB1

and CB2 receptors is decreased in both smooth muscle and endothelial cells of mesenteric arteries
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from OZRs. Previous studies have demonstrated that the tonic activation of CB1 receptors regulates
cardiovascular function, either promoting vasodilation or preventing increases in BP (Grainger et al.,
2001; Hillard, 2000; Randall et al., 2004). Based on this, the impairment of CB1- and CB2-mediated
responses in OZRs observed in the present study supports the role of the endocannabinoid system in
the vascular dysfunction in obesity.

Considering that the impairment of anandamide-induced relaxation in mesenteric arteries from
OZRs is endothelium-dependent, a more detailed investigation of the role of different endothelial
relaxant pathways was carried out. Although much is known about the downstream signalling
cascades regulated by cannabinoid receptor activation in neuronal cells, very little is known about the
signalling cascades that are activated by cannabinoid agonists in the vasculature. There are
evidences in resistance vessels that anandamide-induced relaxation is dependent on NO (Deutsch et
al., 1997; Randall et al., 2004). Because mesenteric arteries from OZRs were insensitive to inhibition
of NO synthesis, the involvement of a dysfunctional eNOS on the reduced response to anandamide is
proposed. In fact, we demonstrated that, in contrast with what we observed in vessels from LZRs,
anandamide-induced phosphorylation of eNOS was decreased in arteries from OZRs.

Phosphorylation of eNOS plays a critical role in the regulation of NO production (Shaul, 2002).
Multiple protein kinases, including AMPK (Chen et al., 2009) and MAPKs (Anter et al., 2005), have
been implicated in eNOS phosphorylation. Recent studies indicate that cannabinoid compounds
activate AMPK and ERK1/2 pathways in tissues that control energy homeostasis (Kola et al., 2005).
Using agents shown to selectively interfere with AMPK and ERK1/2 activity, i.e., AICAR (AMPK
activator) (Goirand et al, 2007) and PD98059 (ERK1/2 inhibitor) (Dudley et al, 1995), we
demonstrated a dependence of these intracellular proteins on the decreased relaxation response of
vessels to anandamide in obesity. The activation of these proteins by anandamide was shown in
mesenteric arteries from LZRs. Incubation of mesenteric arteries with anandamide resulted in a

robust increase in phosphorylation of AMPK, ACC (the primary target of activated AMPK), and
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ERK1/2 in vessels from LZRs, whereas they were decreased in vessels from OZRs. To date, no
study has assessed the involvement of the AMPK and ERK1/2 pathways on the vascular responses
to anandamide and the participation of these pathways in alterations of cannabinoid responses in
obesity.

There are studies showing that in addition to acting on their cognate receptors,
endocannabinoids can also diffuse passively through lipid membranes. This process has been
reported to be mediated by the so-called anandamide transmembrane transporter (Beltramo et al.,
1997). We therefore postulated that the decreased relaxation response of arteries from OZRs to
anandamide might be due to the decreased uptake of anandamide. Thus, using a selective inhibitor
of the cannabinoid transporter (AM404) (Beltramo et al., 1997), we showed that the transport of
anandamide into the cell, important for anandamide-induced vessel relaxation in LZRs, is impaired in
arteries from OZRs.

The actions of cannabinoid compounds are terminated through intracellular enzymatic
hydrolysis (Kaczocha et al., 2009). In particular; anandamide is rapidly metabolised by the FAAH to
yield arachidonic acid and ethanolamine (Cravatt et al., 1996). Increased degradation of anandamide
in mesenteric arteries from OZRs might explain the decreased response to this agonist in obesity
since the pretreatment of mesenteric arteries from OZRs with the selective FAAH inhibitor (URB597)
corrected the deficit in anandamide-induced vessel relaxation.

Besides interacting with its cognate receptors CB1 and CB2, anandamide can also activate
vanilloid receptors on capsaicin-sensitive perivascular sensory nerves, and this interaction was
shown to result in the release of the potent vasodilator peptide CGRP, evoking vasorelaxation
(Zygmunt et al., 1999). In fact, our results corroborate these studies. In vitro treatment with capsaicin,
which induces desensitisation of C-fibres, profoundly suppressed anandamide responses of vessels
from both LZRs and OZRs. Thus, it appears that effective silencing of vascular sensory C-fibres

prevents blood vessels from responding normally to anandamide. Additionally, because the inhibition
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of anandamide responses of vessels from OZRs was lower than that observed in samples from LZRs,
we suggest that the impaired vascular response to anandamide in arteries from OZRs also involves
decreased activation of C-fibre nerve endings. The functional implications of vascular C-fibre
activation was previously demonstrated by Kawasaki in 1988 (Kawasaki et al., 1988). In addition,
many other groups have demonstrated the vascular effects of C-fibre activation in different vascular
preparations, including the rat mesenteric vascular bed (Holzer, 1991). However, the role of these
nerves in the physiological regulation of vascular tone has remained uncertain. Recently, TRPV1 has
emerged as a major site for activation of C-fibres in the periphery (Gunthorpe et al., 2002), and the
presence of these receptors was previously demonstrated in nerves penetrating the walls of
resistance mesenteric arteries. Although the protein expression of TRPV-1 was not altered in vessels
from OZRs compared with samples from LZRs, we demonstrated the dependence of TRPV1
activation on anandamide-induced vessel relaxation using agents that interfere with vanilloid receptor
activity, namely capsazepine (Bevan et al., 1992) and ruthenium red (Dray et al., 1990). This finding
was confirmed using a CGRP receptor antagonist, which promoted a considerable decrease in
anandamide responses of vessels from both LZRs and OZRs. However, the inhibition observed with
all of these blockers was lower in OZRs. These findings, coupled with the observation of the
decreased relaxation to capsaicin in OZRs, indicate that impairment of the anandamide responses
mediated by vanilloid receptors activation is also present in OZRs and might contribute to the
vascular dysfunction present in this model.

In summary, the present study demonstrated that the endothelium-dependent arterial
relaxation induced by the cannabinoid agonist anandamide is impaired in OZRs. Reductions in
cannabinoid receptors expression, decreased activity of AMPK and eNOS as well as increased
activation of ERK1/2 pathway are involved in the decreased anandamide-mediated relaxation in
vessels from OZRs. Decreased transport and increased degradation of anandamide are also present

in mesenteric arteries from OZRs. This study also shows that although anandamide-induced

17

British Pharmacological Society



©CoO~NOUTA,WNPE

British Journal of Pharmacology Page 26 of 37
relaxation involves vanilloid receptors in both LZRs and in OZRs, the response mediated by TRPV1
activation is impaired in vessels from OZRs.

Our findings further underscore the relationship between obesity and vascular dysfunction.
Furthermore, our study provides new evidence of the vascular effects of the endocannabinoid system

and its role in the vascular dysfunction present in obesity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1- Effect of obesity on vascular relaxation to cannabinoid agonists. Cumulative concentration-
response curves for anandamide (A), ACEA (CB1 receptor-selective agonist, B) and JWH-015 (CB2
receptor-selective agonist, C) in U46619-precontracted mesenteric arteries from lean Zucker rats
(LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). Each point represents the mean = SEM. *P<0.05 vs. LZR. N =

6/group.

Figure 2- Contribution of CB1 and CB2 receptors to the vascular effects of anandamide in mesenteric
arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A, the vessels were
pretreated with a CB1 antagonist (AM 251, 1 uM) and in B with a CB2 antagonist (AM 630, 1 uM) for
30 minutes. In C and D, representative western blots for CB1 and CB2 receptors, respectively, in
mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). Results were
normalised to B-actin expression and expressed as units of change from the control. Data are
expressed as mean + SEM. *P<0.05 vs. LZR. #P<0.05 vs. respective group in the absence of

blockade. N = 5 or 6/group.

Figure 3- Effect of obesity on the protein expression of cannabinoid receptors. In A and B, western
blots for CB1 (A) and CB2 receptors (B) in mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and
obese Zucker rats (OZRs). Results were normalised to B-actin expression and expressed as units of

change from the control. Data are expressed as mean + SEM. *P<0.05 vs. LZR. N = 5/group.

Figure 4- Confocal microscopic images of von Willebrand factor (VWF, red), DAPI (blue), CB1
receptors (green) and CB2 receptors (green) in mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs, A
and B) and obese Zucker rats (OZRs, C and D). Endothelium-intact mesenteric sections were

immunolabeled with antibodies against CB1, CB2 and von Willebrand factor. The nuclei were
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counterstained with DAPI. An overlay of the vVWF, DAPI and CB1 or CB2 images is presented
(merge). Endothelial localisation of CB1 and CB2 receptors is shown in the merged images (yellow).

The images are representative of three separated experiments. N = 5/group. Scale bar = 40 pym.

Figure 5- Contribution of the nitric oxide (NO) to the vascular effects of anandamide in mesenteric
arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A, the vessels were
pretreated with an NO synthase inhibitor (L-NAME, 100 uM, for 30 minutes) and the vascular
relaxation to anandamide was evaluated in U46619-precontracted mesenteric arteries. In B, the
phosphorylation of eNOS was evaluated by western in mesenteric arteries from blot LZRs and OZRs.
Panel shows densitometric analysis of the western blot for eNOS protein expression. Total eNOS
levels are shown as loading controls. Data are expressed as mean £ SEM. *P<0.05 vs. LZR. #P<0.05

vs. OZR. N = 5/group.

Figure 6- Contribution of cyclic AMP-dependent protein kinase (AMPK) and extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) pathways to anandamide responses in mesenteric arteries from
lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A and B, the vessels were incubated with
AICAR (an AMPK activator, 1 mM) or PD98059 (ERK1/2 inhibitor, 1 uM), respectively, for 30 minutes
and the vascular relaxation to anandamide was evaluated in U46619-precontracted mesenteric
arteries. In C, D and E representative western blots for phosphorylation of AMPK, acetyl-CoA
carboxylase (ACC) and ERK1/2 in mesenteric arteries from LZRs and OZRs are shown. Panels show
densitometric analysis of the western blots for AMPK, ACC and ERK1/2 protein expression. Total
protein levels are shown as loading controls. Data are expressed as mean + SEM. *P<0.05 vs. LZR,

*P<0.05 vs. OZR. N = 5 or 6/group.
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Figure 7- Contribution of uptake and degradation of anandamide in mesenteric arteries from lean
Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). Vessels were pretreated with the anandamide
transport blocker AM 404 (1 uM, A) or the fatty acid amide hydrolase (FAAH) inhibitor URB 597 (1
uM, B) for 30 minutes and the vascular relaxation to anandamide was evaluated in U46619-
precontracted mesenteric arteries. Each point represents the mean + SEM. *P<0.05 vs. LZR.

#P<0.05 vs. LZR in the absence of blockade. N = 6/group.

Figure 8- Involvement of TRPV1 receptors on sensory C-fibres in anandamide responses of
mesenteric arteries from lean Zucker rats (LZRs) and obese Zucker rats (OZRs). In A, in vitro C-fibre
desensitisation was induced using the selective neurotoxin capsaicin (1 puM). In B, vessels were
pretreated with the TRPV1 blocker, ruthenium red (30 uM, 30 minutes). In C, vessels were pretreated
with the calcitonin gene-related peptide (CGRP) receptor antagonist a-CGRP (8-37) (10 uM, 30
minutes). In D, concentration-response curves for capsaicin in U46619-precontracted mesenteric
arteries. Each point represents the mean = SEM. *P<0.05 vs. LZR, *P<0.05 vs. respective group in

the absence of blockade. N = 6/group.
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Table 1. Basic physiological parameters of young LZRs and OZRs
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Parameter Lean Zucker Fatty Zucker
Body weight (g) 193.0+11.1 283.3+18.2*
Retroperitoneal fat mass, (g/100 g) 0.46+0.03 2.05+0.30*
Perigonadal fat mass, (g/100 g) 0.54+0.02 2.3+0.45*
Glycemia, (mg/dL) 122+0.8 124+2.5

Blood pressure, (mmHQ) 110.513.6 116.8+1.6

Meanzsem; *P<0,05 vs. Control group; n=8/group.
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MOLECULAR APLICADOS & PESQUISA e ao DIAGNOSTICO
CLINICO- Universidade de S&o Paulo, USP-oficina, Sao Paulo,
Brasil, 10 a 14 de julho de 2006.

PLANEJANDO e OTIMIZANDO a REACAO de PCR - Universidade
de Sado Paulo, USP-oficina, Sdo Paulo, Brasil, 17 a 20 de julho de
2006.

Extensdo universitiria em PROGRAMA DE PREVENCAO A
DST/AIDS. DCBS, ICLMA, Universidade Federal de Mato Grosso,
UFMT, Cuiab4, Brasil. Carga horéria: 40 horas.

Curso de curta duracdo em HEMOGRAMA E COAGULOPATIAS,
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, SBAC, Cuiaba-MT, Brasil.
Carga horéaria: 08 horas.



2004 - 2004

2004 - 2004

2004 - 2004

2004 - 2004

2003 - 2003

Curso de curta duracdo em | SEMANA DE FARMACOLOGIA.
Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Pontal do Araguaia,
Brasil. Carga horéria: 40 horas.

Curso de extensdao em PRIMEIROS SOCORROS. Universidade
Federal de Mato Grosso, Pontal do Araguaia, Brasil. Carga horéria:
80 horas.

Participacdo como monitora no projeto de extensdo universitaria
FARMACIA NA PRAIA. DCBS/ICLMA, Universidade
Federal de Mato Grosso, UFMT, Cuiabd, Brasil. Carga horaria: 40
horas.

Participagdo como membro da Comissdo de Divulgagéo/Recepgao
na Il MOSTRA DE EXTENSAO UNIVERSITARIA DO ICLMA/UFMT.
Céamara de Extensdo — NUPEX — ICLMA, Universidade Federal de
Mato Grosso, UFMT, Pontal do Araguaia-MT, Brasil, Carga horaria:
20 horas.

Curso de Treinamento LEVANDO SAUDE ATRAVES DA AGUA.
DCBS/ICLMA, Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT,
Cuiaba, Brasil. Carga horaria: 40 horas.

6. PALESTRANTE EM EVENTO CIENTIFICO

Conferencista no XVII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes,
2009. Obesidade e Resisténcia a Insulina.

Conferencista no 9° Congresso Paulista de Diabetes e Metabolismo,
2010. Metformina, obesidade e reatividade vascular.
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ESTAGIO no Departamento de Fisiologia do “MEDICAL COLLEGE OF GEORGIA”,
Augusta-GA, USA. Periodo: de fevereiro a outubro de 2009, sob a co-orientacdo da
Prof. Dra. Rita de Cassia Tostes e do Prof. Dr. Clinton Webb.




Nubia de Souza Lobato
Curriculum Vitae

2010



I- DADOS PESSOAIS

Nome

Filiacao

Nascimento

Carteira de Identidade
CPF

Endereco residencial

Endereco profissional

Endereco eletrénico

Nubia de Souza Lobato

Neury José Lobato e Maria Aparecida de Souza Lobato
25/10/1981 - Jatai, GO - Brasil

3651480 DGPC - GO - 12/12/2001

71703780191

Rua José Bonifacio, n° 205, Setor Iracema
75800-032, Jatai, GO - Brasil
Telefone: 64 36317132

Universidade Federal de Goias, Campus de Jatai -
Unidade Jatob&

Rodovia BR 364, Km 192, n° 3800, Setor Parque
Industrial

75801-615 - Jatai, GO — Brasil

Telefone: 64 36068290

e-mail: nubialobato@yahoo.com.br




Il- FORMACAO ACADEMICA/TITULACAO

2008 — atual

2006 - 2008

2002 - 2006
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Vasculares em Modelo de Resisténcia a Insulina (Obesidade em
Ratos).
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de Ciéncias Biomédicas.
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Projeto de pesquisa, Universidade de S&o Paulo -
Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Efeito do tratamento com metformina sobre alteracbes
vasculares em modelo de resisténcia a insulina
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Situagcao: Em Andamento Natureza: Pesquisa

Integrantes: Nubia de Souza Lobato; Zuleica Bruno Fortes
(Responsavel)

Financiadores: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnolégico-CNPq, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de S&o Paulo-FAPESP

Estudo do tratamento com metformina nas alteracbes da
reatividade vascular em modelo de resisténcia a insulina
(obesidade): possiveis mecanismos envolvidos.

Situagao: Em Andamento Natureza: Pesquisa

Integrantes: Nubia de Souza Lobato; Zuleica Bruno Fortes
(Responsavel)

Financiadores: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo-FAPESP

Resisténcia a insulina, diabetes, obesidade e alteracdes vasculares.
Reverséo farmacoldgica das alteracGes e seus mecanismos.
Situacao: Em Andamento Natureza: Pesquisa

Integrantes: Pesquisadores: Eliana Hiromi Akamine, Maristella de
Almeida Vitta Landgraf,Maria Aparecida de Oliveira, Roberto Keniji
Nakamura Cuman, Maria do Carmo Pinho Franco, Stephen
Fernandes de Paula Rodrigues, Maria Helena Catelli de Carvalho
Zuleica Bruno Fortes (responsavel), Nubia de Souza Lobato,
Eveline Aparecida Isquierdo Fonseca, Graziela Neves Hagihara,
Simone Marcieli Sartoretto.

Efeito do tratamento com metformina sobre alteracdes vasculares
em modelo de resisténcia a insulina (obesidade em ratos).

Situacéao: Concluido Natureza: Pesquisa
Integrantes: Nubia de Souza Lobato; Zuleica Bruno Fortes
(Responsavel)

Financiador: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo-FAPESP

Projetos de pesquisa, Instituto de Ciéncias e Letras do Médio
Araguaia

Andlise Quimica Preliminar e Avaliacao da Atividade Farmacoldgica
das Folhas de Strychnos pseudoquina (Quina) e Duguetia
furfuracea (Sofre do Rim Quem Quer)

Situacédo: Concluido Natureza: Pesquisa

Integrantes: Nubia de Souza Lobato (Bolsista); Eliane Augusto
Ndiaye (Responsavel)

Financiador: CNPq




ATIVIDADES DE EXTENSAO

4. PARTICIPACAO EM PROJETOS DE EXTENSAO

2005 - 2005

2004 - 2004

2003 - 2003

Participacdo como monitora voluntéria no projeto de extensao:
PROCEDIMENTOS PREVENTIVOS E REALIZAC}AO DE EXAMES
SOBRE ANEMIA E ENTEROPARASITOSES NAS CRIANCAS DA
CRECHE SAO JUDAS TADEU, promovido pelo Departamento de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude (DCBS) / Instituto de Ciéncias e
Letras do Médio Araguaia (ICLMA), realizado de agosto a dezembro
de 2004.

Integrantes: Nubia de Souza Lobato (voluntario); Fernando
Paranaiba Filgueira (bolsista); Frederico dos Santos Faria
(voluntario); Janaina da Silva Carvalho (voluntario); Olegéario Rosa
Toledo (Responsavel)

Financiador: Universidade Federal do Mato Grosso

Participagdo como monitora voluntaria no projeto de extensao:
PROCEDIMENTOS PREVENTIVOS E REALIZAQAO DE EXAMES
SOBRE ANEMIA E ENTEROPARASITOSES NAS CRIANCAS DA
CRECHE SAO JUDAS TADEU, promovido pelo Departamento de
Ciéncias Biolégicas e da Saude (DCBS) / Instituto de Ciéncias e
Letras do Médio Araguaia (ICLMA), realizado de agosto a dezembro
de 2004.

Integrantes: Nubia de Souza Lobato (voluntario); Fernando
Paranaiba Filgueira (bolsista); Frederico dos Santos Faria
(voluntéario); Janaina da Silva Carvalho (voluntario); Olegario Rosa
Toledo (Responsavel)

Financiador: Universidade Federal do Mato Grosso

Participagdo como monitora voluntaria do projeto de extenséo
universitaria PLANTAS MEDICINAIS: EDUCACAO E SAUDE,
realizado de maio a dezembro de 2003, promovido pelo
Departamento de Ciéncias Biologicas e da Saude (DCBS) / Instituto
de Ciéncias e Letras do Médio Araguaia (ICLMA), realizado de
agosto a dezembro de 2003.

Integrantes: Nubia de Souza Lobato (voluntario); Fernando
Paranaiba Filgueira (voluntario); Fausto Guimaraes Costa (bolsista);
Francismeire A. da Silva (bolsista); Devanir Mistuyuki Murakami
(Responsavel)

Financiador: Universidade Federal do Mato Grosso

5. CURSOS DE EXTENSAO

2009 - 2009

Cursos de treinamento: “Biological Safety Refresher Course”,
“Library Ergonomic Training”, “Computer Workstation Ergonomic



2008 - 2008

2008 - 2008

2007 - 2007

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2004 - 2005

2004 - 2004

Training”, “Bloodborne Pathogens Training”, “Hazardous Waste
Awareness Training”, “Right-To-Know Chemical Specific Training”,
“Right-To-Know Basic Awareness Training”, oferecidos na instituicdo
Medical College of Georgia, Augusta-GA, Estados Unidos da
América.

Monitoria do CURSO DE DIFUSAO CULTURAL intitulado “ICB
aberto a escola”, oferecido de 22 a 30 de abril de 2008 -
Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Sao
Paulo, Brasil.

CURSO DE BIOESTATISTICA (Workshop) - Universidade de S&o
Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Sédo Paulo, Brasil, 25 a 27
de agosto de 2008. Carga horéria: 8 horas.

CURSO DE PROTECAO RADIOLOGICA, promovido pelo Ntcleo de
Radioprotecéo do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Séo Paulo, Sédo Paulo, Brasil, 10 a 12 de dezembro de 2007.
Carga horaria: 15 horas.

CURSO DE TREINAMENTO NO USO DE ANIMAIS DE
EXPERIMENTACAO, organizado pelas Comissdes de Biotério e de
Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil, 18 de
setembro de 2006. Carga horéria: 03 horas.

Curso FUNDAMENTOS TEORICOS dos METODOS de BIOLOGIA
MOLECULAR APLICADOS & PESQUISA e ao DIAGNOSTICO
CLINICO- Universidade de S&o Paulo, USP-oficina, Sao Paulo,
Brasil, 10 a 14 de julho de 2006.

PLANEJANDO e OTIMIZANDO a REACAO de PCR - Universidade
de Sado Paulo, USP-oficina, Sdo Paulo, Brasil, 17 a 20 de julho de
2006.

Extensdo universitiria em PROGRAMA DE PREVENCAO A
DST/AIDS. DCBS, ICLMA, Universidade Federal de Mato Grosso,
UFMT, Cuiab4, Brasil. Carga horéria: 40 horas.

Curso de curta duracdo em HEMOGRAMA E COAGULOPATIAS,
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, SBAC, Cuiaba-MT, Brasil.
Carga horéaria: 08 horas.



2004 - 2004

2004 - 2004

2004 - 2004

2004 - 2004

2003 - 2003

Curso de curta duracdo em | SEMANA DE FARMACOLOGIA.
Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Pontal do Araguaia,
Brasil. Carga horéria: 40 horas.

Curso de extensdao em PRIMEIROS SOCORROS. Universidade
Federal de Mato Grosso, Pontal do Araguaia, Brasil. Carga horéria:
80 horas.

Participacdo como monitora no projeto de extensdo universitaria
FARMACIA NA PRAIA. DCBS/ICLMA, Universidade
Federal de Mato Grosso, UFMT, Cuiabd, Brasil. Carga horaria: 40
horas.

Participagdo como membro da Comissdo de Divulgagéo/Recepgao
na Il MOSTRA DE EXTENSAO UNIVERSITARIA DO ICLMA/UFMT.
Céamara de Extensdo — NUPEX — ICLMA, Universidade Federal de
Mato Grosso, UFMT, Pontal do Araguaia-MT, Brasil, Carga horaria:
20 horas.

Curso de Treinamento LEVANDO SAUDE ATRAVES DA AGUA.
DCBS/ICLMA, Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT,
Cuiaba, Brasil. Carga horaria: 40 horas.

6. PALESTRANTE EM EVENTO CIENTIFICO

Conferencista no XVII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes,
2009. Obesidade e Resisténcia a Insulina.

Conferencista no 9° Congresso Paulista de Diabetes e Metabolismo,
2010. Metformina, obesidade e reatividade vascular.
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1.7. V Simpo6sio de Farmacologia "Prémio Qualidade Cientifica Prof. Dr. Jo&o
Garcia Leme", Sdo Paulo - SP, 2009. (Simpdsio)

1.8. V Congresso do Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo - SP, 2008. (Congresso)

1.9. XXIll Reunido Anual da Federacao de Sociedades de Biologia Experimental -
FeSBE, Aguas de Linddia - SP, 2008. (Congresso)

1.10. XVI Congresso Brasileiro de Hipertensdo, Rio de Janeiro - RJ, 2008.
(Congresso)

1.11. lll Simpésio Tematico do Departamento de Fisiologia e Biofisica “Sinalizagéao
Celular”, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo -
SP, 2008. (Simpaosio)

1.12. 8° Congresso Paulista de Diabetes e Metabolismo, Aguas de Linddia - SP,
2008. (Congresso)

1.13. IV Simpdsio “Acidos Graxos e Saude”, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo - SP, 2008. (Simpdsio)

1.14. XV Congresso da Sociedade Brasileira de Hipertensédo, Recife - PE, 2007.
(Congresso)

1.15. IV Simpésio de Farmacologia "Prémio Qualidade Cientifica Prof. Dr. Jo&o
Garcia Leme", Sado Paulo - SP, 2007. (Simpdsio)

1.16. 7° Congresso Paulista de Endocrinologia e Metabolismo, Sao Paulo - SP,



2007. (Congresso)

1.17. VII Congresso Regional de Andlises Clinicas do Centro-Oeste, Cuiaba - MT,
2005. (Congresso)

1.18. VI Congresso Regional de Andlises Clinicas do Centro-Oeste, Cuiaba - MT,
2004. (Congresso)

1.19. Il Mostra de Extensao Universitaria - UFMT, 2004.

1.20. | Mostra de Extensdo Universitaria - UFMT, 2003.

2. CURSOS DE APERFEICOAMENTO

Realizacao de estagio no Programa de Aperfeicoamento de Ensino (PAE) da
Universidade de sdo Paulo, na area de Farmacologia, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, com carga horaria semanal de 06 horas, durante o primeiro semestre
de 2007 (total de horas: 144). Foram desenvolvidas atividades didaticas junto a
disciplina BMF-220 — Farmacologia, com os alunos de graduacdo do curso de
Medicina, sob supervisdo da Prof. Dra Maria Helena Catelli de Carvalho.




VI-  ATIVIDADES DE ENSINO

1. CO-ORIENTACOES CONCLUIDAS

INICIACAO CIENTIFICA

1.1 Graziela Neves Hagihara.

Estudo do tratamento com metformina nas alteracdes da reatividade vascular
em modelo de resisténcia a insulina (obesidade):possiveis mecanismos
envolvidos. 2008-2009.

Iniciacao cientifica (Bolsa de Treinamento Técnico para Estudantes de Graduacao) -
Universidade de Sao Paulo.

1.2 Juliana Pariz Risso.

Influéncia do tratamento com metformina nas alteragdes vasculares induzidas
por obesidade: estudo em ratos. 2007-2007.

Iniciacao cientifica (Programa de Iniciagdo Cientifica - PIBIC) - Universidade de S&o
Paulo.

2. CO-ORIENTACOES EM ANDAMENTO

MESTRADO

2.1 Graziela Neves Hagihara.

Resposta a angiotensina Il em artérias mesentéricas de resisténcia na
obesidade: papel das MAPKs. 2010-atual.

Bolsista da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP,
Universidade de S&o Paulo.

3. OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

ESTAGIO no Departamento de Fisiologia do “MEDICAL COLLEGE OF GEORGIA”,
Augusta-GA, USA. Periodo: de fevereiro a outubro de 2009, sob a co-orientacdo da
Prof. Dra. Rita de Cassia Tostes e do Prof. Dr. Clinton Webb.






