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RESUMO

Hashimoto CM. Tratamento crdnico com losartana corrige a disfuncdo do tecido
adiposo perivascular em camundongos obesos. [dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia)] — Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de Sao Paulo,
S&o Paulo; 2016.

O tecido adiposo perivascular (PVAT) produz fatores vasoativos. O PVAT da
aorta toracica (AT) possui acdo anticontratii em condicdes fisioldgicas. No
entanto, o PVAT €& marrom na AT e branco nas artérias mesentéricas de
resisténcia (AM) e os componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) séo expressos de maneira diferente nos dois tipos de PVAT, sugerindo
que a influéncia do PVAT no ténus vascular depende do leito vascular. Além
disso, ocorre expansdo do PVAT na obesidade, que pode modificar sua acéo
sobre o tonus vascular. No presente estudo, avaliamos o efeito da obesidade
sobre a modulacdo da resposta contratil pelo PVAT da AT e de AM e a
participagdo do SRAA nesse efeito. Para tanto, avaliamos curvas
concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de AT e de AM, sem e
com o PVAT intacto, de camundongos C57BI/6 alimentados com dieta padrao
(CT) ou hiperlipidica (OB) por 16 semanas. A participacdo do SRAA foi
avaliada pelo tratamento dos camundongos com antagonista do receptor AT1
losartana (LOS) por 4 semanas. A presengca do PVAT reduziu a contragao
induzida pela noradrenalina em anéis de AT e AM no grupo CT, mostrando
uma acdo anticontratii do PVAT marrom e branco. O efeito anticontratil
promovido pelo PVAT branco foi perdido no grupo OB, diferente do PVAT
marrom, que teve o seu efeito anticontratil preservado. O tratamento cronico
com LOS resgatou o efeito anticontratil promovido pelo PVAT branco no grupo
OB, que foi abolido na presenca do antagonista do receptor AT2 PD 123,319.
Inibidor da 6xido sintase L-NAME ndo modificou a agcdo do PVAT branco no
grupo CT e OB, porém impediu a ac¢do anticontratil do PVAT branco no grupo
OB tratado com LOS. O conteudo proteico dos receptores AT1 e AT2 nao foi
diferente entre AM dos grupos CT e OB. O contetdo proteico da enzima eNOS
foi aumentado nas AM dos grupos OB, o qual ndo foi modificado pelo
tratamento com LOS. Por outro lado, o conteudo proteico de eNOS foi
diminuido no PVAT branco do grupo OB. O tratamento com LOS aumentou o
conteudo proteico de eNOS no PVAT branco dos dois grupos, porém esse
conteudo ainda foi menor no grupo OB. Diante desses dados, podemos
concluir que a obesidade induz disfuncdo do PVAT branco e o SRAA pode
estar envolvido. O tratamento crénico com LOS é capaz de corrigir a funcdo do
PVAT branco, por meio de mecanismo dependente de receptor AT2 e NO.

Palavras-chave: Tecido adiposo perivascular. Sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Obesidade. Reatividade vascular.



ABSTRACT

Hashimoto CM. Chronic treatment with losartan corrects the dysfunction of
perivascular adipose tissue in obese mice. [Masters thesis (Pharmacology)] —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo; 2016.

The perivascular adipose tissue (PVAT) releases vasoactive factors. The PVAT
of thoracic aorta (TA) has an anticontractile action in physiological conditions.
However, PVAT is brown in TA and white in resistance mesenteric arteries (MA)
and the components of renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) are
expressed differently in TA and MA PVAT, suggesting that the influence of
PVAT in vascular tone depends on the vascular bed. Furthermore, expansion of
PVAT occurs in obesity, which can modify its action on vascular tone. In the
present study, we evaluated the effect of obesity on the modulation of vascular
contraction by PVAT of TA and MA and the participation of RAAS in the
process. We performed concentration-response curves to noradrenaline in TA
and MA rings, without and with intact PVAT, of C57Bl/6 mice fed with standard
(CT) or high-fat (OB) diet during 16 weeks. The participation of RAAS was
evaluated by treating mice with the AT1 receptor antagonist losartan (LOS)
during 4 weeks. The presence of PVAT reduced the contraction induced by
noradrenaline in both TA and MA, which showed an anticontractile action of
both brown and white PVAT. The anticontractile effect induced by white PVAT,
but not by brown PVAT, was abolished in the OB group. Chronic treatment with
LOS recovered the anticontractile action of white PVAT in OB group, which was
abolished in the presence of AT2 receptor antagonist PD 123,319. Nitric oxide
synthase inhibitor L-NAME did not change the action of PVAT in both CT and
OB group, but blocked the anticontractile action of white PVAT in OB group
treated with LOS. The protein abundance of AT1 and AT2 receptors was not
different between CT and OB groups. The protein abundance of eNOS was
increased in MA of OB group, which was not modified by treatment with LOS.
On the other hand, the protein abundance of eNOS was reduced in white PVAT
of OB group. The treatment with LOS increased the protein abundance of
eNOS in both CT and OB groups, but the abundance was still lower in OB
group. In conclusion, obesity induced white PVAT dysfunction, in which RAAS
may be involved. The chronic treatment with LOS recovered the white PVAT
function by mechanisms that depend on the AT2 receptor and nitric oxide.

Keywords: Perivascular adipose tissue. Renin-angiotensin-aldosterone
system. Obesity. Vascular reactivity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

Durante séculos, a raga humana se esforgou para superar a escassez
de alimentos, doencas e um ambiente hostil. Com o inicio da revolucédo
industrial, as grandes poténcias entenderam que o aumento do tamanho do
corpo era um importante fator politico e social. As poténcias militares e
econbmicas dos paises foram criticamente dependentes do tamanho do corpo
e forca das novas geragfes. Essa alteracdo na distribuicdo do indice de massa
corporal (IMC) teve um impacto importante na sobrevivéncia e produtividade da
populacdo, implicando em um papel central no desenvolvimento econdémico e
industrial (Caballero, 2007).

Dados historicos indicam que a altura e 0 peso aumentaram
progressivamente, principalmente durante o século 19. Durante o século 20, as
populacBes dos paises com melhores condi¢des comecaram a ganhar mais
peso do que altura, resultando no aumento da média do IMC. Nos anos 2000, a
raca humana alcancou um grande marco histérico, quando pela primeira vez na
evolucdo humana o numero de adultos com excesso de peso superou 0O
nimero daqueles abaixo do peso. O excesso de peso € hoje amplamente
reconhecido como uma das principais ameacas para a saude na maioria dos
paises, assim como um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e hipertensdo arterial (Caballero,
2007).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2014, mais de 1,9
bilhdes de adultos estavam acima do peso, correspondendo aproximadamente
a 39% da populagdo adulta, e dentre esses, aproximadamente 13%, ou seja,
600 milhdes de adultos estavam obesos. O Ministério da Saude revelou que,
no Brasil, o indice de individuos acima do peso segue em crescimento no pais
— e em 2014, mais da metade da populacdo (52,5%) apresentou excesso de
peso, enquanto que dentre esses, 17,9% j4 eram obesos (Associacao
Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica — ABESO,
2015). A maior parte da populacdo mundial vive em paises onde 0 excesso de

peso e obesidade matam mais pessoas do que o baixo peso (isso inclui todos



20

os de alta renda e a maioria dos paises de renda média) (World Health
Organization — WHO, 2015).

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura corporal
no individuo (Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia — SBEM,
2016). O desenvolvimento da obesidade é atribuido a um desequilibrio entre o
consumo e o0 gasto energético e, apesar da etiologia da obesidade ser
multifatorial, seu desenvolvimento pode estar mais associado a fatores
comportamentais, tais como um estilo de vida sedentario com uma ingestédo
excessiva de alimentos com altos niveis de gorduras e carboidratos, do que ao
gendtipo individual (Bloor, Symonds, 2014).

Um parametro de medida para a obesidade é o IMC, que consiste no
peso de uma pessoa (em quilogramas) dividido pelo quadrado da sua altura
(em metros) (WHO, 2015). A classificacdo do IMC para adultos (entre 18 e 85
anos de idade) define que um individuo esta com sobrepeso quando o IMC
esti entre 25 e 29,9, e obeso quando o IMC é maior do que 30 (Stapleton et
al., 2008).

Desde as Ultimas décadas, a obesidade vem sendo considerada como
um problema de saude publica associado a diversas condi¢des incluindo a
resisténcia a insulina, diabetes, doenca renal crbnica, aterosclerose,
hipertensdo e outras doencas cardiovasculares (Leal, Mafra, 2013). Uma
avaliacdo precisa dos riscos e consequéncias relacionados a obesidade
depende da quantidade de gordura corporal, distribuicdo e funcdo dos
adipocitos no corpo (Haberka, Gasior, 2015; Meijer et al., 2011).

Dessa forma, a relagédo cintura/quadril e a circunferéncia abdominal sé&o
parametros importantes na caracterizacdo da obesidade, sendo indicativos de
acumulo de gordura visceral e fatores de risco para o desenvolvimento de
comorbidades, ja que o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
estd mais associado a adiposidade no depésito visceral do que no depdsito
subcutaneo (Fitzgibbons, Czech, 2014; Wang et al., 2008). O mecanismo de
aumento desse risco pode ser pelo fato de que o depdsito visceral é
metabolicamente ativo, secretando diversas substancias vasoativas que podem

contribuir para um risco cardiometabolico (Fox et al., 2007).
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1.2Tecido adiposo

O tradicional ponto de vista que o tecido adiposo € apenas um
reservatorio de energia ja ndo é mais valido. Desde 1987, o tecido adiposo é
identificado como o maior local para metabolismo dos esteroides sexuais e
produtor da adipsina, um fator endécrino que é pouco expresso em
camundongos obesos (Flier et al., 1987). Além de ser considerado como o
principal reservatério energético, participando da homeostasia energética, o
tecido adiposo também participa da protecdo mecanica visceral contra traumas
externos, regulacdo hormonal e manutencdo da temperatura do corpo
(Fonseca et al., 2006).

A identificacdo e caracterizacao da leptina em 1994, um produto do gene
ob, também conhecido como Lep, estabeleceu o tecido adiposo como um
orgado enddcrino, devido a sua fungdo de secretar substancias com efeitos
biolégicos importantes, chamadas de adipocinas (Kershaw, Flier, 2004).

As adipocinas podem atuar localmente, de forma paracrina ou autocrina,
bem como sistemicamente, atuando de forma enddécrina (Gao, 2007; Kershaw,
Flier, 2004).

As adipocinas incluem horménios, citocinas e outras proteinas com
funcbes bioldgicas especfficas (Vazquez-Vela et al.,, 2008). Os processos
biolégicos que sofrem influéncias das adipocinas incluem a homeostasia
energética (leptina), sensibilidade a insulina e regulagdo da homeostasia da
glicose (adiponectina e resistina), inflamacao (IL-6, fator de necrose tumoral-a —
TNF-a, IL-13 e MCP-1), reatividade vascular (leptina, resistina, TNF-a,
adiponectina), regulacdo da pressao arterial (angiotensinogénio), coagulacao
(inibidor do ativador de plasminogénio-1 — PAI-1) e angiogénese (fator de
crescimento endotelial vascular — VEGF) (Maenhaut, Voorde, 2011; Payne et
al., 2011).

Microscopicamente, dois tipos de adipocitos podem ser distinguidos, os
adipdcitos marrons que tem um conteddo intracelular com muitas mitocéndrias,
e o0s adipdcitos brancos, com muito menos conteddo mitocondrial. Dessa
maneira, dois tipos de tecido adiposo podem ser identificados em mamiferos no
aspecto macroscoépico: tecido adiposo marrom, gue  contém

predominantemente adipdcitos marrons e uma rede de capilares amplamente
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distribuida; e o tecido adiposo branco, que contém predominantemente
adipocitos brancos e é pobremente vascularizado (lkeoza et al.,, 2010). Nos
atimos anos, foram identificados também adipécitos beges, um tipo de
adipocito que possui capacidade de expressar a proteina desacopladora-1
(UCP-1), que até recentemente era descrito como o Unico marcador para 0s
adipocitos marrons, porém nao possui todas as caracteristicas moleculares dos
adipécitos marrons (Waldén et al., 2011).

O tecido adiposo branco possui um tecido conectivo frouxo com uma
vasculatura organizada e inimeras fungbes de amortecimento, isolamento e
estoque lipidico. Atua como um Orgdo enddcrino, pois secreta um grande
nimero de adipocinas. Os adipdcitos brancos sdo células uniloculares que
conttm um grande vacuolo lipidico, ocupando aproximadamente 90% do
citoplasma, com o ncleo localizado na periferia da célula. Acidos graxos n&o-
esterificados acumulam-se nos adipécitos brancos e séo esterificados em
triacilgliceréis. Quando o organismo necessita de energia, os triacilglicerbis
sofrem lipdlise e sdo hidrolisados através da enzima lipase lipoproteica em
glicerol e &acidos graxos na circulagdo, predominantemente para usO0S no
musculo esquelético e figado (Bloor, Symonds, 2014).

Os precursores dos adipocitos, os pré-adipécitos, sdo capazes de se
proliferarem, porém o nimero de adipdcitos no tecido permanece constante,
pois assim como o0s pré-adipécitos sao recrutados para tornarem-se ceélulas
maduras, os adipdcitos maduros, que ndo sdo capazes de proliferarem, sofrem
apoptose na mesma proporcéao (Arner et al., 2010).

Durante periodos de excesso de captacdo de energia, os adipdcitos
brancos sofrem uma expansdo em seu vacuolo, resultando em uma hipertrofia
e aumento da deposicdo de gordura. Essa hipertrofia celular leva a um
desequilibrio lipolitico e lipogénico, levando a uma disfuncdo na sinalizacéo
enddcrina, resultando em um aumento do risco do desenvolvimento da
obesidade e inflamacdo e das comorbidades metabdlicas e cardiovasculares
(Vazquez-Vela et al., 2008).

Em humanos, o tecido adiposo branco € amplamente disperso em dois
principais depdsitos de gordura, o depdsito subcutaneo — predominantemente
no tronco; e visceral — que compreende principalmente as areas

retroperitoneal, mesentérica e omental. Em adicdo, depdsitos menores de
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tecido adiposo circundam o coracdo, vasos sanguineos e 0s rins, sendo
conhecidos como depdsitos epil/pericardico, perivascular e perirenal,
respectivamente (Bloor, Symonds, 2014).

Aléem desses depodsitos, os roedores possuem também depdsitos
adicionais relativamente grandes, como os depdésitos gonadal, onde o tecido
adiposo é branco, inguinal, onde o tecido adiposo € bege e interscapular, onde
o tecido adiposo é marrom (Bloor, Symonds, 2014; Thalmann, Meier, 2007).

O tecido adiposo marrom € encontrado em recém-nascidos e adultos,
principalmente nas regides cervicais e supraclaviculares, fornecendo protegéo
contra a exposicdo ao frio através da geracdo de calor (termogénese), que
acontece a partir da acdo da enzima UCP-1, localizada na membrana interna
de mitocdndrias do adipécito marrom (Cannon, Nedergaard, 2012).

Os adip6citos marrons sao altamente vascularizados, multiloculares,
pois possuem varias vesiculas lipidicas com tamanhos variados, e apresentam-
se em um tamanho menor em relacdo aos adipécitos brancos. Diferentemente
dos adipécitos brancos, os adipécitos marrons apresentam um grande nimero
de mitocondrias, fazendo com que a coloracdo do tecido seja marrom e mais
escura (Bloor, Symonds, 2014).

Os adipocitos beges sao adipocitos intermediarios que possuem
algumas propriedades dos adipdcitos marrons, mas com uma origem
completamente independente, que ainda ndo foi bem estabelecida (Ishibashi,
Seale, 2010). Quando os receptores B-adrenérgicos dos adipdcitos marrons
sdo ativados pela noradrenalina, eles estimulam a lipolise e a producdo de
calor. Em depdsitos brancos, a exposi¢ao prolongada ao frio ou agonistas s-
adrenérgicos causa uma transdiferenciacdo no tecido adiposo de branco para
bege, fazendo com que esse adipOcito possa, por exemplo, produzir calor
(Seale et al., 2009).

Quanto a sua composicao, o tecido adiposo é principalmente composto
por adipdcitos, representando aproximadamente 50% das células totais.
Porém, outros tipos celulares participam do crescimento e da fungéo do tecido
adiposo, incluindo os pré-adipécitos, linfocitos, macrofagos, fibroblastos e
células vasculares. Os adipocitos, os pré-adipécitos e os macréfagos sao

responsaveis pela secrecdo de adipocinas (Ouchi et al., 2011).
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1.3 Tecido adiposo perivascular (PVAT)

Em todo o organismo, a maioria das artérias e veias com um diametro
igual ou maior do que 100 pm esta em contato com adipocitos, com excecao da
microcirculacdo cerebral. O termo “tecido adiposo perivascular’ (PVAT) refere-
se ao tecido adiposo que circunda os vasos, independente da sua localizacao
(Meijer et al., 2011).

O PVAT é situado ao redor da camada adventicia, a camada mais
externa do vaso sanguineo (Huang et al.,, 2008). Os adipdcitos perivasculares
ndo sao separados do vaso por qualqguer camada ou lamina elastica, entdo nédo
existe uma barreira anatdbmica entre eles (Rajsheker et al., 2011). Dessa forma,
0os mediadores secretados pelo PVAT podem ter facil acesso as células do
musculo liso do vaso sanguineo (Chatterjee et al., 2009).

A estrutura e a composi¢cao do PVAT ndo sao uniformes nos diversos
leitos vasculares (Voorde et al.,, 2014). O PVAT é constituido por adipdcitos,
fibroblastos, células-tronco, mastocitos e inervacdo (Eringa et al., 2012
Houben etal., 2011; Meijer etal., 2011).

Em aorta toracica, o PVAT se assemelha ao tecido adiposo marrom,
com adipocitos multiloculares, grande nimero de mitocéndrias e expressao da
UCP-1, enquanto que em artérias mesentéricas (tradicionalmente classificado
como tecido adiposo branco visceral), artéria femoral e aorta abdominal o
PVAT se assemelha ao tecido adiposo branco, com grandes adipdécitos
uniloculares e menor vascularizacdo (Brown et al., 2014; Galvez-Prieto et al.,
2012; Oriowo, 2014; Police et al., 2009; Szasz et al., 2013).

Inicialmente, o PVAT era considerado apenas uma estrutura de suporte
para a vasculatura (Lee et al., 2014). A primeira evidéncia sugerindo que o
PVAT poderia ter outras fungdes, tal como modular o tdénus do musculo liso
vascular, foi previsto por Soltis e Cassis, em 1991, que relataram que o PVAT
atenuava significativamente a contragdo induzida pela noradrenalina em aorta
de ratos (Oriowo, 2014; Soltis, Cassis, 1991). Os mecanismos para essa
atenuacdo na contracdo pelo PVAT ndo estédo totalmente compreendidos, mas
o envolvimento do éxido nitrico (NO) e a liberacdo de um fator relaxante com
identidade desconhecida, chamado de fator relaxante derivado do PVAT
(FRDP) tém sido considerados (Huang et al., 2008).



25

Em condic¢des fisioloégicas, o PVAT parece liberar diversas substancias
vasoativas, como o FRDP, a angiotensina-(1-7), adiponectina, H>O- leptina e
NO, que provocam um efeito anticontratil benéfico para a funcdo vascular e
para a manutencdo da resisténcia vascular (Fernandez-Alfonso etal., 2013).

Gao e colaboradores (2005) demonstraram que o efeito anticontratil do
PVAT era perdido em ratos que foram expostos intrauterinamente a nicotina e
apresentaram obesidade na idade adulta. Esse estudo sugere que, na
obesidade, a expansdo do PVAT pode estar associada a mudancas na
expressdo dos fatores derivados do PVAT, resultando em alteragdes na funcéo
vascular. Essa reducdo nas acdes do PVAT pode ocorrer provavelmente
devido ao aumento da acao proé-inflamatéria dos macréfagos e da alteracao na
producdo de adipocinas que acontece na obesidade (Chatterjee et al., 2009).

Na obesidade, algumas adipocinas pré-inflamatérias estdo altamente
expressas no PVAT, influenciando a funcdo vascular, funcdo endotelial, estado
redox, rigidez vascular e migragdo do mdusculo liso. Essas adipocinas
estimulam a migracdo de células imunolégicas para a parede vascular,
contribuindo para a inflamacdo que pode ser vista na aterosclerose (Britton,
Fox, 2011).

Além do efeito anticontratil, o PVAT pode também aumentar a contracao
vascular. Lee e colaboradores (2014) avaliaram o efeito do PVAT na fungéo
vascular em ratos Wistar adultos, incubando anéis de aorta toracica com meio
condicionado com massas iguais de PVAT. Eles demonstraram que, na
presenca de meio condicionado com PVAT, a resposta vasoconstritora a
fenilefrina foi aumentada. O mesmo grupo estudou ainda o efeito do PVAT na
funcdo endotelial e, a partir disso, apresentaram dados levantando a hipotese
de que um fator desconhecido liberado pelo PVAT se difunde até o endotélio e
promove um aumento na expressao de caveolina-1, um regulador negativo da
eNOS (NOS endotelial). Dessa forma, a caveolina-1 provavelmente compete
pelo sitio de ligacdo da eNOS com calcio/calmodulina, resultando na inativacéo
da eNOS, inibicdo da producdo de NO e aumento da vasoconstricao.

O PVAT, em conjunto com componentes vasculares, é uma rica fonte de
espécies reativas de oxigénio (EROs), e sabe-se que essas EROs exercem
efeitos vasomotores que modulam a resposta vascular. As EROs derivadas do

PVAT podem ter um importante papel na modulagcdo da funcdo vascular
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mediada pelo PVAT. Gao e colaboradores (2007) demonstraram que 0
superoxido derivado do PVAT potencializou a vasoconstricdo a noradrenalina
em artérias mesentéricas de ratos. Além disso, todos os componentes do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), exceto a renina, estdo
presentes no PVAT, embora existam diferengas entre o PVAT marrom e branco
(Eringa et al.,, 2014). Altos niveis de Ang Il estavam presentes no PVAT de
artérias mesentéricas de ratos magros e normotensos (Galvez-Prieto et al.,
2008).

Desse modo, os estudos com o PVAT abriram um novo campo na
biologia vascular. Um ambiente adequado para as células da parede vascular é
vital para que a fungcdo vascular permaneca normal. O desequilibrio da
liberacdo dos fatores derivados do PVAT, como pode acontecer na obesidade,
pode ser um importante fator de risco para as alteragbes vasculares (Miao, Li,
2011).

1.4 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

O SRAA tem um importante papel na regulacdo da presséo arterial por
modular o tonus vascular, a estrutura vascular e a fungao renal (Paul et al.,
2006). Também esta fortemente associado a patogénese de diversas doencas
cardiovasculares (Cat, Touyz, 2011).

O substrato da renina, o angiotensinogénio, € clivado pela renina, uma
enzima produzida nas células justaglomerulares dos rins a partir da pré-pro-
renina, que é processada em pro-renina e s6 entdo em renina ativa, que é
secretada na circulacdo. No sangue, a renina cliva o angiotensinogénio,
formando o decapeptideo angiotensina | (Ang I), que € convertida pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), encontrada principalmente em células
endoteliais do pulmédo, formando o octapeptideo angiotensina Il (Ang Il), o
principal componente do sistema. Em adi¢cdo a clivagem da Ang |, a ECA
metaboliza a bradicinina, um potente vasodilatador, gerando um peptideo
inativo. Dessa forma, a ECA tem duas fun¢des na vasculatura: produzir a Ang
Il, um potente vasoconstritor, e degradar a bradicinina, um importante

vasodilatador (Cat, Touyz, 2011; Galvez-Prieto et al., 2008).
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A Ang Il é considerada o principal peptideo bioativo do SRAA, com
diversas acdes fisiologicas e efeitos sobre o coracado, rim, glandula adrenal,
sistema vascular e sistema nervoso central. Estimulagdo crbnica e
superativacdo desse sistema produzem efeitos deletérios nas funcdes
cardiovasculares e renais (Balakumar, Jagadeesh, 2014; Higuchi et al., 2007).

Os efeitos vasculares, cardiacos, renais e adrenais da Ang Il sdo
mediados via ativacdo de dois receptores acoplados a proteina G: o receptor
para Ang Il tipo 1 (AT1) e o receptor para Ang Il tipo 2 (AT2), que medeiam
respostas geralmente em dire¢cdes opostas (Cat, Touyz, 2011). O receptor AT1
medeia a maioria dos efeitos conhecidos da Ang Il, que incluem a
vasoconstricdo, aumento da sede, crescimento celular, geracdo de EROs e
inflamacédo, hipertrofia cardiaca e vascular, estimulo da secrecdo de
aldosterona, entre outros efeitos. As agdes do receptor AT2 sdo menos claras,
porém contrabalanceiam algumas a¢des do receptor AT1. O receptor AT2 esta
envolvido em processos fisiologicos como o desenvolvimento e remodelamento
tecidual (por inibicdo do crescimento celular e estimulacdo da apoptose),
regulacdo da pressao arterial (através da vasodilatacdo e geracdo de NO),
natriurese e atividade neuronal (Lemarié, Schiffrin, 2010).

Até recentemente, o0 SRAA era considerado um processo linear e a Ang
Il era aceita como o principal peptideo efetor. No entanto, a visdo convencional
do SRAA mudou significantemente em quatro niveis principais: (1) identificacao
do receptor de renina/pré-renina, (2) reconhecimento da fungdo de diversos
peptideos ativos derivados da Ang I, (3) SRAA intracelular e (4) existéncia do
SRAA tecidual (Cat, Touyz, 2011).

Durante a Ultima década, foi demonstrada a existéncia de um SRAA
local no tecido adiposo (Galvez-Prieto et al., 2008). A producéo local de Ang I
no tecido adiposo esta relacionada com uma variedade de doencas, incluindo
hipertenséo arterial, aterosclerose e doencas renais. A obesidade induzida por
dieta aumentou as concentracfes plasmaticas de Ang Il e elevou a pressao
arterial de camundongos machos (Yiannikouris et al, 2012). Outro estudo
demonstrou que o0 estresse oxidativo influencia o conteudo de RNAm de
angiotensinogénio no tecido adiposo de humanos e roedores, sendo que 0s
niveis de RNAmM de angiotensinogénio estavam diminuidos em obesos, quando
havia elevado conteudo de EROs (Okada et al., 2010).
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Galvez-Prieto e colaboradores (2008) desenvolveram um estudo
comparativo entre a expressdo dos componentes do SRAA no PVAT marrom e
branco de ratos Wistar, utilizando a aorta toracica e a gordura mesentérica,
respectivamente. Eles observaram que os componentes do SRAA estédo
expressos de forma diferente nos dois tipos de PVAT. Além disso, nosSso grupo
mostrou que a obesidade regula diferentemente o RNAmM dos componentes do
SRAA no PVAT da aorta toracica e de artérias mesentéricas (Inada et al.,
2016). Dessa forma, o SRAA pode modular diferentemente a funcdo vascular,
através da liberacdo de fatores diferentes dependendo do PVAT de cada leito

vascular.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A morfologia do PVAT varia de acordo com o leito vascular, por
exemplo, o tecido adiposo do segmento toracico da aorta € marrom, enquanto
o tecido adiposo é branco no segmento abdominal e artérias mesentéricas. A
acdo anticontratil do PVAT é perdida na obesidade. No entanto, a avaliacdo da
modulacdo das respostas vasculares pelo PVAT ndo discrimina o leito vascular
e 0 conhecimento que temos atualmente foi gerado a partir de estudos que
utiizaram PVAT marrom, porque a aorta toracica € a mais utilizada nesses
estudos.

Considerando que os componentes do SRAA sao diferentemente
expressos no PVAT branco e marrom e a obesidade parece regular
diferentemente o conteltdo de RNAmM dos componentes do SRAA no PVAT
branco e marrom, a hip6tese do presente estudo é que a obesidade afeta

diferentemente a acéo anticontratil do PVAT branco e marrom.
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3 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da obesidade sobre a modulacao
da resposta contratil pelo PVAT da aorta toracica (marrom) e de artérias
mesentéricas de resisténcia (branco) e se o SRAA participa nesse efeito

promovido pela obesidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com 0s principios
éticos de experimentacdo animal adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animal de Laboratério (SBCAL) e aprovados pela Comissdo
Experimental no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB) da Universidade de Sao Paulo (USP) sob o numero 195, folha 116, livro
02.

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BI/6 com 4
semanas de idade, provenientes do Biotério Central, situado na Faculdade de
Medicina/USP e divididos em dois grupos: I) camundongos que receberam
racdo padrdo (Controle); Il) camundongos que receberam dieta hiperlipidica
(Obeso). Os camundongos foram acondicionados em caixas de polipropileno,
que foram alojadas no Biotério de Camundongos do Departamento de
Farmacologia (ICB/USP) em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C)
e ciclo claro-escuro (12 horas/ 12 horas). Os camundongos tiveram livre acesso

aracao e agua.

4.2 Inducao da obesidade

Para a inducdo da obesidade, foi utilizada racdo hiperlipidica, cujo
conteudo calérico € de 5,4 kcallg (carboidrato, 25,9%; proteina, 14,9%;
gordura, 59%) (PragSolucbes, Brasil), baseado no estudo de De Souza e
colaboradores (2005). A racdo padrdo apresenta conteudo calérico de 3,8
kcallg (carboidrato, 70%; proteina, 20%; gordura, 10%) (Nuvilab CR1, Nuvital
Nutrientes S.A., Brasil). Camundongos foram submetidos as dietas padrdo ou
hiperlipidica durante 16 semanas, a partir da 42 semana de idade.

4.3 Tratamento com antagonista do receptor AT1

Alguns camundongos C57BL/6 do grupo obeso e do grupo controle

foram tratados com antagonista do receptor AT1 de angiotensina Il (losartana;
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0,06 mg/L para o grupo controle e 0,1 mg/L para o grupo obeso) na 4gua de

beber por 30 dias, a partir da 122 semana de dieta (Martinez et al., 2005).

4.4 Caracterizacao do modelo de obesidade

4.4.1 Ganho de massa corpdrea e consumo de racao

Os camundongos foram pesados semanalmente e o consumo semanal
médio de racdo e calorias foi determinado ao longo das 16 semanas de
tratamento com as dietas.

A massa corporea na 162 semana do inicio da dieta foi corrigida pelo
comprimento naso-anal para determinar o indice de Lee {[massa corporal*’®
(g)/comprimento naso-anal (cm)] x 100}. Ao final das 16 semanas de dieta, a
massa dos depositos de gorduras periepididimal e retroperitoneal e do muasculo

gastrocnémio foi determinada e corrigida pela massa corpoérea.

4.4.2 Glicemia

O alimento foi retirado as 06 horas da manha e, apos 4 horas, a glicemia
foi determinada por fitas reativas (OneTouch-Ultra) e glicosimetro (OneTouch-
Lifescan) (Johnson & Johnson, EUA), utilizando-se amostras de sangue obtidas

por puncdo caudal de animais acordados.

4.5 Reatividade vascular

Os animais foram anestesiados com mistura de cetamina (150 mg/kg) e
xilazina (7,5 mg/kg) (i.p.) e o intestino e aorta toracica foram removidos e
mantidos em solug&o nutriente de Krebs-Henseleit a 4 °C (composi¢do em mM:
NaCl 130; KCI 4,7; NaHCO3 14,9; CaCl,.2H,0 1,6; KH,PO,4 1,18; MgS0O,4.7H,0
1,17; EDTA 0,026 e glicose 5,5).
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4 5.1 Artéria mesentérica de resisténcia

Para o estudo da reatividade vascular em anéis de artérias mesentéricas
de resisténcia foi utilizado o método descrito por Mulvany e Halpern (1977). O
primeiro ramo da artéria mesentérica superior foi dissecado e cortado em
segmentos de 2,0 mm de comprimento com auxiio de um microscopio de
dissecacao. Alguns anéis permaneceram intactos, a fim de avaliar a reatividade
na presenga do PVAT. Dois fios de tungsténio (20 ym de didametro) foram
inseridos no limen das artérias e fixados em um mioégrafo de forca (MultWire
Myograph System 620M, DMT, Dinamarca) para o0 estudo da tensao
isométrica. Esse miodgrafo, por sua vez, foi conectado a um sistema de
aquisicdo de dados (PowerLab/ 8SP, ADInstruments, Australia) e este a um

computador.

45.1.1 Normalizacdo das artérias de resisténcia

O propo6sito do procedimento de normalizagdo € determinar a
circunferéncia interna de um segmento vascular na qual o desenvolvimento de
forca € maximo (IC1). Para tanto, determina-se a circunferéncia interna (IC100)
que o segmento vascular totalmente relaxado teria em uma determinada
pressdo transmural. Para artérias mesentéricas de resisténcia, a pressao
transmural alvo € de 100 mmHg, que corresponde a 13,3 kPa (Mulvany e
Halpern, 1977).

ApoOs o periodo de aquecimento dos segmentos vasculares (15 minutos)
em solucéo de Krebs-Henseleit (pH 7,4 e a 37 °C), gaseificado com 95% de O
e 5% de CO,, os anéis foram distendidos de forma gradativa e a leitura da
distancia entre os dois arames (um) e da forca aplicada foram registradas a
cada ponto. Utilizando-se programa de normalizacdo (DMT Normalization
Module, ADInstruments, Austrdlia), foi calculada a circunferéncia interna (um),
a partir da distancia entre os dois arames e do diametro desses arames, e a
tensdo da parede (mN/mm), a partir da divisdo da forca pelo comprimento da
parede (duas vezes o comprimento do segmento vascular). A partir da relacéo
de Laplace [P = tensdo da parede/(circunferéncia interna/(2.pi))], foi estimada a

pressdo que seria necessaria para distender o segmento vascular a cada
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circunferéncia interna calculada. Ajustando a equacdo de Laplace na curva
gerada pela tensdo na parede do vaso plotada contra a circunferéncia interna,
foi determinada a IC100. A IC1 foi calculada a partir da IC100 por meio da
formula IC1 = 0,90 x IC100, dando uma circunferéncia interna na qual a
producdo de forca ativa bem como a sensibilidade do segmento a agonistas é

maxima. O diametro interno normalizado foi calculado dividindo-se IC1 por pi.

4 5.2 Aortatoracica

A aorta toracica foi seccionada em anéis transversais de 2,0 mm. Alguns
anéis foram dissecados e outros permaneceram com o PVAT intacto. Os anéis
foram montados em ganchos de 200 um de didmetro, fixados em cubas de
midgrafos de forca para estudo da tensdo isométrica contendo solucdo de
Krebs-Henseleit (pH 7,4, 37 °C) gaseificado com 95% de O; e 5% de COa..
Esse midgrafo, por sua vez, foi conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados
(PowerLab / 8SP, ADInstruments, Australia) e este a um computador. A tensao
basal foi ajustada para 1 g e 0s anéis permaneceram nessa tensdo durante 1

hora para estabilizacao.

4.5.3 Protocolo experimental

Apo6s 30 minutos do processo de normalizacdo, os anéis de artérias
mesentéricas foram contraidos com a administracdo de cloreto de potassio
(KCI, 120 mM), com a finalidade de avaliar a integridade do musculo liso. Apés
cada estimulo com KCI, os anéis foram lavados trés vezes com solucdo de
Krebs-Henseleit. A administracdo de KCI foi repetida por mais duas vezes com
intervalo de 15 minutos entre cada administracao.

Apoés 15 minutos da Ultima administracdo de 120 mM de KCI (para os
anéis de artérias mesentéricas) ou o periodo de estabilizacdo (anéis de aorta
toracica), as preparagdes foram pré-contraidas com noradrenalina (1-10 pM), e
a integridade do endotélio foi avaliada pela capacidade da acetilcolina (1 pM)
(vasodilatador dependente do endotélio) em induzir relaxamento. Os anéis

foram lavados com solucdo de Krebs-Henseleit e apds 30 minutos de
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estabilizacdo, curvas concentracdo-resposta para noradrenalina foram
realizadas (10 pM — 30 pM) em anéis de aorta toracica e artérias mesentéricas,
sendo que em aorta toracica também foram realizadas curvas concentracao-
resposta para serotonina.

Alguns anéis de artérias mesentéricas foram incubados com o inibidor
da NO sintase L-NAME (100 uM; Sigma, EUA), inibidor da NADPH oxidase
apocinina (10 uM; Sigma, EUA), na presenca dos antagonistas do receptor AT-
1 losartana (10 uM; Sigma, EUA) e receptor AT-2 PD 123,319 (1 uM; Sigma,
EUA).

Os resultados para as curvas concentracao-resposta cumulativas aos
agentes vasoconstritores foram expressos em relagdo a contracdo do KCl 120
mM (%) para artéria mesentérica e aumento da tenséo (g) para aorta toracica.

4.6 Western Blotting

O conteudo proteico para os receptores ATl e AT2 nas artérias
mesentéricas nos grupos controle e obeso e para a eNOS tanto nas artérias
mesentéricas, quanto no PVAT do leito mesentérico nos grupos controle e
controle tratado com losartana, obeso e obeso tratado com losartana, foi
avaliado pelo ensaio de Western Blotting. Amostras de artérias mesentéricas e
PVAT do leito mesentérico foram dissecadas cuidadosamente, rapidamente
congeladas em nitrogénio liqguido e mantidos a -80 °C até o processamento.
Posteriormente, os tecidos mantidos a -80 °C foram pulverizados em nitrogénio
liquido, homogeneizados e incubados por 30 minutos a 4 °C em 30 pL de
tampéao de lise especifico para receptores AT1 e AT2 (Tris-HCI 50 mM; EDTA 1
mM; aprotinina 0,01 mg/mL; PMSF 2 mM; sacarose 10%; inibidor de proteases)
ou 30 pL de tampéo de lise RIPA para o PVAT de animais controles e 80 pL
para 0 PVAT de animais obesos (Triton-X-100 1%; Tris 100 mM, pH 7,4)
contendo pirofosfato de sédio (100 mM), fluoreto de sddio (100 mM), EDTA (10
mM), ortovanadato de sédio (10 mM), PMSF (2 mM) e aprotinina (0,01 mg/mL)
para a eNOS.

Os extratos teciduais do PVAT do leito mesentérico foram centrifugados

(3.500 rpm a 4 °C por 5 minutos) para a separagédo da gordura. Posteriormente,
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0s extratos teciduais do PVAT foram centrifugados (12.000 g a 4 °C por 30
minutos) para a remocdo do material insolavel. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi removido e utilizado para quantificagdo do contetdo proteico
total, utiizando o método de BCA (acido bicinconinico, Thermo Scientific). Para
o0 ensaio de Western Blotting, as amostras foram tratadas com tampao de
Laemmli contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM) e aquecidas em banho seco a 100
°C por 5 minutos. Foram utilizados 20 pg de proteinas totais para a avaliacdo
da eNOS e receptores ATl e AT2 em artérias mesentéricas e 50 ug de
proteinas totais para a avaliagdo da eNOS em PVAT do leito mesentérico,
sendo estas submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
12%).

Para os receptores AT1 e AT2, a transferéncia das proteinas separadas
no gel foi feita eletricamente para uma membrana de PVDF (GE-Armsham), por
1 hora e 30 minutos a 100 V. J4 para a eNOS, a transferéncia das proteinas foi
feita eletricamente por 12 horas a 4 °C a 230 mA.

Apos a transferéncia, verificou-se a eficiéncia da transferéncia através
da incubacdo da membrana com acido acético (1%) por 5 minutos, seguida de
incubagdo com o corante Ponceau por 20 minutos e nova incubag¢do com acido
acético (1%) por 5 minutos. Apos lavagem com agua destilada e TBS-T (Tris 10
mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%), no ensaio experimental para a eNOS, a
membrana foi incubada com solugdo bloqueadora constituida de albumina (3%
em TBS-T) (Sigma Aldrich) por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente
para reduzir a ligacdo inespecifica dos anticorpos. Apos o bloqueio, a
membrana foi incubada com anticorpo anti-eNOS (BD Biosciences) (1:1000 em
solucdo blogueadora) por 12 horas a 4 °C. O anticorpo secundario conjugado
com peroxidase anti-camundongo (1:2000) para eNOS foi incubado por 1 hora
e 30 minutos em temperatura ambiente.

Para o receptor AT1, a membrana foi incubada com leite desnatado
Molico® (1% em TBS-T) por 1 hora em temperatura ambiente para reduzir a
ligacdo inespecifica dos anticorpos. ApGs o bloqueio, a membrana foi incubada
com anticorpo anti-AT1 (Santa Cruz Biotechnology) (1:1000) por 12 horas a 4
°C. O anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-coelho (1:10000) foi
incubado por 1 hora em temperatura ambiente. Para o receptor AT2, a

membrana ndo foi incubada em bloqueio, sendo incubado diretamente com o
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anticorpo primario anti-AT2 (Santa Cruz Biotechnology) (1:1000) por 12 horas a
4 °C. O anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-coelho (1:10000)
foi incubado por 1 hora em temperatura ambiente.

Logo apOs a incubacdo dos anticorpos secundarios, as membranas
foram incubadas com a solugdo de quimioluminescéncia, como descrito no
protocolo do kit (Thermo Fisher Scientific). A emissdo de luz foi detectada,
visualizada e digitalizada por fotodocumentador GelLogic (Analitica), utilizando-
se o software Carestream. Essa intensidade foi normalizada pela intensidade
de bandas coradas com o corante Ponceau conforme descrito por Romero-

Calvo e colaboradores (2010).

4.7 Andlise estatistica

Os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da média. A
andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de uma via
ou duas vias para medidas repetidas, quando apropriado, seguido de teste de
multiplas comparacdes Tukey ou Bonferroni, respectivamente. O nivel de

significancia aceito foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao do modelo de obesidade

5.1.1 Evolugao ponderal e consumo de racgéo e calorias

A Figura 1A mostra a evolucdo ponderal de camundongos alimentados
com racdo padrao (controle) e racdo hiperlipidica (obeso) ao longo de 16
semanas. Camundongos alimentados com racao hiperlipidica passaram a
apresentar maior ganho de massa corpdérea do que 0s camundongos
alimentados com racédo padrao a partir da 32 semana do inicio da dieta (Figura
1A). O tratamento com losartana durante as 4 Ultimas semanas da dieta ndo
modificou o padrdo do ganho de massa corpérea tanto de camundongos
alimentados com racao padrao quanto os alimentados com racao hiperlipidica
(Figura 1A).

O grupo que recebeu racao hiperlipidica apresentou menor consumo
semanal médio de racao (Figura 1B) e calorias (Figura 1C) em relacdo ao

grupo que recebeu ragao padrao.
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Figura 1 - Evolucdo ponderal (A) e consumo semanal médio de racdo (B) e calorias
(C) de camundongos alimentados com racdo padrdo (controle, CT) e racgao
hiperlipidica (obeso, OB) por 16 semanas, e que receberam losartana (LOS) ou nédo
durante as 4 dltimas semanas. Grafico A: cada ponto representa média + epm; * p <
0,05 versus CT e CT+LOS (ANOVA-duas vias); o numero entre parénteses refere-se
ao numero de animais avaliados. Gréaficos B e C: as barras representam média + epm;
* p < 0,05 versus CT e CT+LOS (ANOVA-uma via); os valores dentro das barras
representam o numero de gaiolas avaliadas, cada gaiola continha de 4 a 5 animais.

5.1.2 indice de Lee, contetido de gordura e massa magra

Ao final de 16 semanas de dieta, camundongos alimentados com ragao
hiperlipidica (obeso) apresentaram maior massa corporea (Figura 2A), indice
de Lee (Figura 2B) e depdsitos de gordura retroperitoneal (Figura 2C) e
periepididimal (Figura 2D) e reduzida massa do musculo gastrocnémio (Figura
2E) do que camundongos alimentados com racdo padrdo (controle). O
tratamento com losartana ndo modificou esses parametros em nenhum dos
grupos (Figura 2).
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Figura 2 - Massa corpérea final (A), indice de Lee {[massa corpérea™?
(g)/comprimento naso-anal (cm)] x 100} (B) e massa dos depositos de gordura
retroperitoneal (C) e periepididimal (D) e do musculo gastrocnémio (E) de
camundongos alimentados com racdo padréo (CT) e ragdo hiperlipidica (OB) por 16
semanas, tratados ou ndo com losartana. As barras representam meédia £ epm. * p <
0,05 versus controle (ANOVA-uma via). O numero de animais avaliados encontra-se
no interior das barras.

5.1.3 Glicemia

Camundongos alimentados com racao hiperlipidica por 16 semanas
(obeso) apresentaram maior concentracdo sanguinea de glicose em relacao

aos camundongos alimentados com ragdo padrédo (controle) (Figura 3). O
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tratamento com losartana ndo alterou a concentracdo sanguinea de glicose,

tanto no grupo controle como no grupo obeso (Figura 3).
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Figura 3 — Glicemia de camundongos alimentados com ragdo padrdo (CT) e racéo
hiperlipidica (OB) por 16 semanas (A), tratados ou ndo com losartana. As barras
representam média + epm. * p < 0,05 versus CT (ANOVA-uma via). O niumero de
animais avaliados encontra-se no interior das barras.

5.2 Reatividade vascular em artérias mesentéricas

O diametro interno e a resposta ao cloreto de potassio ndo foram
diferentes entre os anéis estudados (Tabela 1). A massa de anéis com PVAT
foi semelhante entre os dois grupos e o tratamento com losartana nao

modificou esse parametro (Tabela 2).

Tabela 1 — Caracteristicas dos anéis de artérias mesentéricas

Diametro Tenséo ativaao Massa dos anéis

interno (um) KCI (mN/mm) (mg)

CT — PVAT- 184,30 + 7,51 0,45 + 0,07 0,38 £0,04
47 (15) (26)

180,10 + 7,08 0,69 + 0,06 1,93 +0,22*

- +

CT - PVAT (45) (11) (26)

OB — PVAT- 174,80 + 6,33 0,57 £ 0,06 0,36 £ 0,04
(50) (16) (23)

OB — PVAT+ 160,60 + 6,34 0,51 +£0,06 244 +047*
(48) (15) (23)

193,50 + 11,15 0,63 +0,10 0,27 +0,02

CT+LOS - PVAT- (17) (12) (16)
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*
CT+LOS — PVAT+ 191601274 0,57 +0,08 1,75+0,18

(16) (12) (16)

OB+LOS — PVAT-  188:30+821 043+0,12 0,31 +0,04
(16) (10) (16)

178,90 + 7,98 0,37 + 0,07 3,01 +0,31*
B+LOS — PVAT+ : ! ' , , ,
oorhos (16) (10) (16)

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com PVAT. LOS:
losartana. Valores estdo expressos como meédia = epm. * p < 0,05 versus respectivos
anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O numero de anéis avaliados encontra-
se entre parénteses.

5.2.1 Modulagédo da resposta vasoconstritora a noradrenalina pelo PVAT

A presenga do PVAT reduziu a resposta vasoconstritora induzida pela
noradrenalina em anéis de artérias mesentéricas no grupo controle, em relagdo
aos aneis sem PVAT (Figura 6A, Tabela 2). No grupo obeso, a resposta
vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi semelhante entre os anéis com
e sem PVAT (Figura 6B, Tabela 2). No grupo controle tratado com losartana, a
presenca de PVAT reduziu a resposta vasoconstritora induzida pela
noradrenalina (Figura 6C, Tabela 2). No grupo obeso tratado com losartana, a
presenca do PVAT também reduziu a resposta vasoconstritora induzida pela

noradrenalina (Figura 6D, Tabela 2).
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Figura 4 — Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de artérias
mesentéricas com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e
obesos (OB) tratados ou ndo com losartana (LOS). * p < 0,05 versus respectivos anéis
sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, duas vias). O niumero entre parénteses refere-se ao

numero de artérias avaliadas.

Tabela 2 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50)
dos anéis de artérias mesentéricas a noradrenalina

Rmax (% KCI) Log EC50
CT - PVAT- (17) 200,40 + 6,29 -6,84 £ 0,11
CT - PVAT+ (15) 202,40 + 10,34 -6,07 £ 0,11*
OB — PVAT- (24) 193,70+ 4,84 -6,69 + 0,08
OB - PVAT+ (18) 208,80 + 6,90 -6,42 £ 0,10
CT+LOS - PVAT- (10) 184,20 £ 9,65 -6,90 + 0,11
CT+LOS - PVAT+ (7) 222,80 + 16,52 -6,01 £ 0,13*
OB+LOS - PVAT- (5) 179,30 + 10,48 -6,62 £ 0,16
OB+LOS - PVAT+ (5) 199,50 + 25,47 -5,51 +£0,22*

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com
PVAT. LOS: losartana. Valores estdo expressos como média + epm. * p <
0,05 versus respectivos anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O
numero entre parénteses refere-se ao numero de artérias avaliadas.
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5.2.2 Modulagdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina pelo PVAT
na presenca do antagonista do receptor AT1 losartana

Na presenca de losartana na cuba, os anéis com PVAT apresentaram
reduzida resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina no grupo
controle, em relacdo aos anéis sem PVAT (Figura 5A, Tabela 3). No grupo
obeso, a resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi semelhante
entre 0os anéis com e sem PVAT na presenca de losartana na cuba (Figura 5B,

Tabela 3).
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Figura 5 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de artérias
mesentéricas com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e
obesos (OB), incubados com losartana. * p < 0,05 versus respectivos anéis sem PVAT
(PVAT-) (ANOVA, duas vias). O numero entre parénteses refere-se ao nimero de
artérias avaliadas.

Tabela 3 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50) dos anéis
de artérias mesentéricas a noradrenalina na presenca do antagonista do
receptor AT1 losartana

Rmax (% KCI) Log EC50
CT - PVAT- /losartana (6) 195,50 + 15,07 -6,58 £ 0,09
CT - PVAT+ /losartana (7) 210,10 + 16,20 -6,01 +£0,19*
OB — PVAT-/losartana (4) 200,90 + 13,79 -6,56 + 0,23
OB - PVAT+ /losartana (2) 205,10 + 30,40 -6,51 £ 0,04

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com PVAT.
Valores estdo expressos como média + epm. * p < 0,05 versus respectivos anéis
sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O numero entre parénteses refere-se ao
nuamero de artérias avaliadas.



45

5.2.3 Participacdo da NADPH oxidase na modulacdo da resposta
vasoconstritora a noradrenalina pelo PVAT

Na presenca de apocinina, os anéis com PVAT apresentaram reduzida
resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina no grupo controle em
relacdo aos anéis sem PVAT (Figura 6A, Tabela 4). No grupo obeso, a
resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi semelhante entre os

anéis com e sem PVAT (Figura 6B, Tabela 4).
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Figura 6 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de artérias
mesentéricas com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e
obesos (OB), incubados com apocinina. * p < 0,05 versus respectivos anéis sem PVAT
(PVAT-) (ANOVA, duas vias). O numero entre parénteses refere-se ao nimero de
artérias avaliadas.

Tabela 4 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50) dos anéis
de artérias mesentéricas a noradrenalina na presenca do inibidor da
NADPH oxidase apocinina

Rmax (% KCI) Log EC50
CT - PVAT- /apocinina (3) 209,60 + 8,34 -6,32 £ 0,05
CT - PVAT+ /apocinina (5) 199,30 + 16,27 -5,75 +0,19*
OB — PVAT- /apocinina (7) 185,20 + 4,37 -6,60 £ 0,11
OB - PVAT+ /apocinina (5) 218,10+ 5,78 -6,14 £ 0,34

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com PVAT.
Valores estdo expressos como média + epm. * p < 0,05 versus respectivos anéis
sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O numero entre parénteses refere-se ao
numero de artérias avaliadas.
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5.2.4 Modulagdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina pelo PVAT
na presenca do antagonista do receptor AT2 PD 123,319

Na presenca do antagonista do receptor AT2 PD 123,319, a resposta
vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi semelhante entre os anéis com
e sem PVAT no grupo controle tratado com losartana (Figura 7A, Tabela 5). No
grupo obeso tratado com losartana, a presenca do antagonista PD 123,319
aumentou a resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina em anéis
com PVAT, em relacdo aos anéis sem PVAT (Figura 7B, Tabela 5).

A - CT+LOS - PVAT/PD 123,319 (5) e~ OB+LOS - PVAT-/PD 123,319 (4)
= CT+LOS - PVAT+/PD 123,319 (5) & OB+LOS - PVAT+/PD 123,319 (4)
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Figura 7 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de artérias
mesentéricas com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e
obesos (OB) tratados com losartana (LOS), incubados com PD 123,319. * p < 0,05
versus respectivos anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, duas vias). O numero entre
parénteses refere-se ao nUmero de artérias avaliadas.

Tabela 5 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50) dos anéis de

artérias mesentéricas a noradrenalina na presenca do antagonista do receptor
AT2 PD 123,319

Rmax (% KCI) Log EC50
CT+LOS - PVAT-/PD 123,319 (5) 187,00 + 13,81 -6,81 + 0,15
CT+LOS - PVAT+/PD 123,319 (5) 206,30 + 15,59 -6,53 £ 0,14
OB+LOS - PVAT-/PD 123,319 (4) 175,70 + 10,55 -6,81 + 0,27
OB+LOS - PVAT+ /PD 123,319 (4) 256,50 + 34,99* -6,42 + 0,32

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com PVAT. LOS:
losartana. Valores estdo expressos como média + epm. * p < 0,05 versus respectivos
anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O ndmero entre parénteses refere-se ao
numero de artérias avaliadas.
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5.2.5 Participacdo do NO na modulacdo da resposta vasoconstritora a
noradrenalina pelo PVAT

Para avaliar se a recuperacdo do efeito anticontratil do PVAT no grupo
obeso era dependente da via do NO, anéis de artérias mesentéricas com e
sem PVAT foram incubados com o inibidor da NO sintase L-NAME. Na
presenca de L-NAME, a resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina
em anéis com PVAT de camundongos controles ainda foi menor do que
naqueles sem PVAT (Figura 8A, Tabela 6). No grupo obeso, a resposta a
noradrenalina permaneceu semelhante em anéis de artérias mesentéricas com
e sem PVAT na presenca do L-NAME (Figura 8B, Tabela 6).

No grupo controle tratado com losartana, a presenca do L-NAME
aumentou a resposta a noradrenalina em anéis de artérias mesentéricas com
PVAT em relacao aos anéis sem PVAT (Figura 8C, Tabela 6). Na presenca de
L-NAME, a resposta a noradrenalina foi semelhante em anéis de artérias
mesentéricas com e sem PVAT de camundongos obesos tratados com
losartana (Figura 8D, Tabela 6).
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Figura 8 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de artérias
mesentéricas com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e
obesos (OB) tratados ou ndo com losartana (LOS), incubados com L-NAME (LN). * p <
0,05 versus respectivos anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, duas vias). O numero
entre parénteses refere-se ao niumero de artérias avaliadas.

Tabela 6 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50) dos
anéis de artérias mesentéricas a noradrenalina na presenca do

inibidor da 6xido nitrico sintase

Rmax (% KCI) Log EC50
CT -PVAT- /LN (7) 165,20 + 12,43 -6,27 £ 0,10
CT-PVAT+ /LN (4) 182,60 + 9,25 -5,56 + 0,22*
OB — PVAT-/LN (6) 169,10 + 8,75 -6,38 £ 0,12
OB - PVAT+ /LN (5) 169,30 + 14,34 -6,06 £ 0,31
CT+LOS - PVAT-/LN (6) 147,40+ 20,41 -6,55 + 0,13
CT+LOS - PVAT+ /LN (6) 241,40 + 21,25* -5,93 £ 0,25
OB+LOS - PVAT-/LN (5) 166,90 + 23,70 -6,36 + 0,13
OB+LOS - PVAT+/LN (4) 205,60 + 16,56 -5,77 £ 0,26

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com
PVAT. LOS: losartana. LN: L-NAME. Valores estdo expressos como média +
epm. * p < 0,05 versus respectivo anel sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma
via). O numero entre parénteses refere-se ao nimero de artérias avaliadas.
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5.3 Reatividade vascular em aorta toracica

A massa de anéis com PVAT de camundongos obesos foi maior do que

a de anéis com PVAT de camundongos controles (Tabela 7).

Tabela 7 — Caracteristicas dos anéis de aorta toracica
Massa dos anéis (mg)

CT - PVAT- (30) 0,23 + 0,03
CT - PVAT+ (29) 1,52 +0,10*
OB - PVAT- (14) 0,16 + 0,02
OB — PVAT+ (14) 4,20 + 0,56*"

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+:. anéis com
PVAT. Valores estdo expressos como média + epm. * p < 0,05 versus
respectivos anéis sem PVAT (PVAT-) e * p < 0,05 versus CT-PVAT+

(ANOVA, uma via). O numero de anéis avaliados encontra-se entre
parénteses.

5.3.1 Modulacdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina pelo PVAT

A presenca do PVAT reduziu a resposta vasoconstritora induzida pela

noradrenalina tanto no grupo controle (Figura 9A, Tabela 8), quanto no grupo
obeso (Figura 9B, Tabela 8).

A  -e CT-PVAT-(14) B & OB-PVAT-(10)
- -=- OB - PVAT+ (9
,0. ™ CT-PVAT+(16) 15- 9)
S 1.5+ = Lo
3 § '
s 101 S
§ 0 ‘g 0.5-
5.
O ****** - O %
0.0- * 0.0- % ¥
-11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4
Noradrenalina (log [M]) Noradrenalina (log [M])

Figura 9 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina em anéis de aorta
toracica com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e obesos
(OB). * p < 0,05 versus respectivos aneis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, duas vias). O
numero entre parénteses refere-se ao numero de aortas avaliadas.
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Tabela 8 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50)
dos anéis de aorta toracica a noradrenalina

Rmax (g) Log EC50
CT - PVAT- (14) 1,01 £0,17 -8,24 £ 0,21
CT - PVAT+ (16) 0,62 £ 0,10* -7,48 £ 0,11
OB — PVAT- (10) 0,74 +0,11 7,95 +0,19
OB — PVAT+ (9) 0,38 £ 0,09* -7,11 £ 0,16

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis
com PVAT. Valores estao expressos como média + epm. * p < 0,05
versus respectivo anel sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O
numero entre parénteses refere-se ao numero de aortas avaliadas.

5.3.2 Modulacado da resposta vasoconstritora a serotonina pelo PVAT
Para avaliar se o efeito anticontratii do PVAT marrom de camundongos

obesos era mantido para outros agonistas, curvas concentragdo-resposta para

serotonina foram avaliadas. A presenca do PVAT reduziu a resposta a

serotonina tanto no grupo controle quanto no grupo obeso (Figura 10A e 10B,
Tabela 9).
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Figura 10 - Curvas concentragcdo-resposta para serotonina em anéis de aorta toracica
com (PVAT+) e sem (PVAT-) PVAT de camundongos controles (CT) e obesos (OB). *
p < 0,05 versus respectivos anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, duas vias). O nimero
entre parénteses refere-se ao nimero de aortas avaliadas.



Tabela 9 — Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (log EC50)
dos anéis de aorta toracica a serotonina

Rmax EC50
CT-PVAT-(11) 1,31 £0,13 -7,04 + 0,06
CT-PVAT+ (11) 0,93 +£0,12* -6,43 £ 0,06
OB - PVAT- (10) 0,71 +0,10 -6,84 + 0,03
OB — PVAT+ (10) 0,49 +0,07* -5,94 + 0,13

CT: controle. OB: obeso. PVAT-: anéis sem PVAT. PVAT+: anéis com
PVAT. Valores estdo expressos como média + epm. * p < 0,05 versus
respectivos anéis sem PVAT (PVAT-) (ANOVA, uma via). O numero entre
parénteses refere-se ao nUmero de aortas avaliadas.
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5.4 Conteldo proteico dos receptores de Ang Il e eNOS

5.4.1 Conteudo proteico do receptor AT1 em artérias mesenteéricas

Nao observamos diferencas no contetudo proteico do receptor AT1 em

artérias mesentéricas entre 0s grupos controle e obeso (Figura 11A e 11C).
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Figura 11 - Contetdo proteico do receptor AT1 em artérias mesentéricas de
camundongos controles (CT) e obesos (OB). Imagens representativas do
imunoblotting para AT1 (A) e da respectiva membrana corada com Ponceau (B).
Densidade o6ptica das bandas de AT1 normalizada pela densidade Optica das bandas
coradas com Ponceau das respectivas amostras (C). As barras representam média +
epm. O numero de animais avaliados encontra-se no interior das barras.



53

5.4.2 Conteudo proteico do receptor AT2 em artérias mesentéricas

Nao observamos diferengas no conteudo proteico do receptor AT2 em

artérias mesentéricas entre 0s grupos controle e obeso (Figura 12A e 12C).
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Figura 12 - Contetado proteico do receptor AT2 em artérias mesentéricas de
camundongos controles (CT) e obesos (OB). Imagens representativas do
imunoblotting para AT2 (A) e GAPDH (B). Densidade Optica das bandas de AT2
normalizada pela densidade Optica das bandas de GAPDH das respectivas amostras
(C). As barras representam média + epm. O numero de animais avaliados encontra-se
no interior das barras.
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5.4.3 Conteudo proteico da enzima eNOS em artérias mesentéricas

Houve um aumento do contetdo proteico da enzima eNOS em artérias
mesentéricas no grupo obeso em relacdo ao grupo controle (Figuras 13A e
13C). Nao houve diferenca no conteudo proteico da eNOS entre 0s grupos

tratados com losartana (Figuras 13A e 13C).
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Figura 13 — Conteudo proteico da enzima eNOS em artérias mesentéricas de
camundongos controles (CT) e obesos (OB) tratados ou ndo com losartana. Imagens
representativas do imunoblotting para eNOS (A) e da respectiva membrana corada
com Ponceau (B). Densidade Optica das bandas de eNOS normalizada pela densidade
Optica das bandas coradas com Ponceau das respectivas amostras (C). As barras
representam média £ epm. *p < 0,05 versus CT (ANOVA-uma via). O numero de
animais avaliados encontra-se no interior das barras.
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54.4 Contetdo proteico da enzima eNOS em PVAT de artérias
mesentéricas

Houve uma diminuicdo do contetdo proteico da enzima eNOS no PVAT
de artérias mesentéricas no grupo obeso em relagdo ao grupo controle (Figuras
14A e 14C). O tratamento com losartana aumentou o contetdo proteico da
eNOS nos grupos controle e obeso, mas esse conteudo ainda foi menor no

grupo obeso (Figuras 14A e 14C).

A eNOS (140 kDa)
| — — *

B Ponceau

OB CT OB CT OB CT OB CT

Losartana Losartana
C 150+ #
< '
D
5E
= 1001 *#
2=
O -
. —
*
88 so-
Zz 3
L c
>
= 0 3 3 3
CT OB CT OB
Losartana

Figura 14 — Conteudo proteico da enzima eNOS no PVAT de artérias mesentéricas de
camundongos controles (CT) e obesos (OB) tratados ou ndo com losartana. Imagens
representativas do imunoblotting para eNOS (A) e da respectiva membrana corada
com Ponceau (B). Densidade Optica das bandas de eNOS normalizada pela densidade
Optica das bandas coradas com Ponceau das respectivas amostras (C). As barras
representam média + epm. *p < 0,05 versus CT e CT+Losartana e * p < 0,05 versus
CT e OB (ANOVA-uma via). O nimero de animais avaliados encontra-se no interior
das barras.
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6 DISCUSSAO

Para estudar a obesidade, diversos estudos optam pela inducdo da
obesidade por dieta hiperlipidica, uma vez que essa dieta promove aumento da
massa corporea, além de induzir inflamacdo do tecido adiposo visceral,
podendo contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, diabetes e
dislipidemia (Gil-Ortega et al., 2010).

De Souza e colaboradores (2005) demonstraram que, em camundongos
machos Swiss de 4 semanas de idade, o tratamento com dieta hiperlipidica
promoveu aumento do ganho de massa corpOrea e dos niveis séricos de
glicose e insulina a partir da 82 semana do inicio da dieta. J& ao avaliar o efeito
da dieta em camundongos CBA machos com a mesma idade, o grupo mostrou
gue 0s animais tornaram-se obesos e hiperinsulinémicos ap6s 8 semanas de
dieta, porém ndo estavam diabéticos, mesmo apds 16 semanas de dieta (De
Souza et al, 2005). Esses resultados mostram que, como em humanos, as
linhagens de camundongos dependem da associacdo de fatores ambientais
com fatores genéticos para desenvolverem obesidade e diabetes.

Em nosso estudo, a ingestédo da dieta hiperlipidica aumentou o ganho de
massa corporea a partir da 3% semana de dieta de camundongos C57BL/6 em
relacio aos camundongos que receberam dieta padrdo. Além disso,
camundongos que receberam racao hiperlipidica apresentaram maior indice de
Lee, massa dos depdsitos de gordura retroperitoneal e periepididimal e niveis
glicémicos em relacdo aos camundongos que receberam racdo padréo,
demonstrando entdo que a dieta hiperlipidica foi eficaz em induzir obesidade e
alteracdo da homeostasia glicémica também na linhagem C57BL/6. A dieta
hiperlipidica também reduziu a massa do musculo gastrocnémio,
demonstrando que houve perda de massa magra com ainducdo da obesidade.

Os adipdcitos provem de células-tronco mesenquimais multipotentes,
residentes no estroma do tecido adiposo. Essas células multipotentes tornam-
se pré-adipocitos quando perdem a habilidade de se diferenciar em outras
linhagens mesenquimais e tornam-se comprometidas com a linhagem
adipocitaria (Queiroz et al., 2009). Dessa forma, o tecido adiposo pode sofrer

expansdo por um aumento no nimero de pré-adipécitos (hiperplasia) ou por
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um aumento no armazenamento de lipideos no interior de adipdcitos ja
existentes (hipertrofia) (Frigolet et al., 2013).

Como dito anteriormente, ha um SRAA local no tecido adiposo que
participa de diversos processos, inclusive no aumento do tecido adiposo. Por
exemplo, a Ang Il estd envolvida no crescimento dos adipdcitos, na modulagéo
da adipogénese e no metabolismo lipidico, resultando consequentemente no
aumento do tamanho do adipdcito (Frigolet et al.,, 2013; Jones et al., 1997).

Janke e colaboradores (2002) demonstraram in vitro que, ao incubar pré-
adipécitos isolados de tecido adiposo subcutaneo de humanos com Ang |
houve uma inibicdo da diferenciacdo adipogénica e o bloqueio do receptor AT1
com o antagonista irbesartan, mas ndao do receptor AT2 com o antagonista PD
123,319, promoveu aumento do acumulo lipidico e da diferenciacdo dos
adipécitos. Por outro lado, ratos Sprague-Dawley que foram tratados com
losartana (15 mg/kg durante duas semanas) apresentaram uma diminuicdo na
massa do tecido adiposo e no tamanho do adipdcito (Crandall et al., 1994). Em
nosso estudo, o tratamento com o0 antagonista do receptor AT1 losartana (10
mg/kg) ndo modificou o ganho de massa corporea e aumento dos depdsitos de
gordura em nenhum dos grupos, indicando que o tempo de tratamento e a
dose proposta ndo foram suficientes para mostrar o envolvimento da Ang I
com o aumento da massa de nenhum dos depdsitos de tecido adiposo
avaliados em nosso modelo experimental. Ainda, a disparidade dos resultados
pode indicar também que o papel da Ang Il sobre a adipogénese e
diferenciacédo dos adipécitos depende da espécie estudada.

Dois tipos de tecido adiposo existem no organismo: o tecido adiposo
marrom, que atua principalmente na manutencdo da temperatura corpérea; e o
tecido adiposo branco, que esta distribuido em tecido adiposo visceral e
subcutaneo e € mais propenso a inflamacdo (lkeoka et al.,, 2010). O tecido
adiposo possui fungdes enddcrinas, pois secreta varias adipocinas que afetam
diretamente o metabolismo energético, a sensibilidade a insulina, a resposta
inflamatéria e a funcdo vascular (Fernandez-Alfonso et al., 2013).

Assim como os outros depositos de tecido adiposo, o PVAT também
pode ser classificado como marrom e branco, dependendo do leito vascular em
gue esta localizado. Por circundar a maioria dos vasos sanguineos, € por nao

haver nenhuma barreira entre 0 vaso e o tecido adiposo, o PVAT age de forma
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paracrina na vasculatura, regulando a reatividade vascular (Rajsheker et al.,
2011).

Antigamente, o PVAT era removido na maioria dos estudos da funcéo
vascular por acreditarem que o PVAT seria apenas um tecido de suporte
(Dubrovska et al., 2004). Entretanto, o PVAT secreta diversos fatores que
podem influenciar a reatividade vascular. Dentre as adipocinas que o PVAT
libera estdo o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), IL-1, IL-6,
TNF-a, leptina, adiponectina, angiotensinogénio, EROs, entre muitas outras
substancias que possuem propriedades vasoconstritoras e vasodilatadoras
(Gollasch, 2012).

Soltis e Cassis (1991) observaram que em anéis de aorta toracica de
ratos, a presenca do PVAT reduzia a resposta vasoconstritora a noradrenalina.
A maioria dos estudos de reatividade vascular utiliza o segmento toracico da
aorta, onde o PVAT é marrom. Em nosso estudo, utilizando além da aorta
toracica, artérias mesentéricas, onde o PVAT é branco, observamos que a
reducdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina na presenca do PVAT
ocorreu nos dois leitos vasculares, demonstrando um efeito anticontratil
promovido pelo PVAT marrom e branco.

A obesidade promove aumento da massa do tecido adiposo em seus
diferentes depdsitos, inclusive no PVAT (Vazquez-Vela et al., 2008). Em nosso
estudo, somente os anéis com PVAT da aorta toracica de camundongos
obesos estavam aumentados em relacdo aos dos animais controles. Contudo,
além da expansdo do tecido adiposo, ha uma disfuncdo dos adipocitos na
obesidade, caracterizada por uma secre¢cdo anormal de adipocinas, onde ha
aumento da secrecdo de adipocinas pro-aterogénicas, pro-inflamatérias e pro-
diabéticas que estdo acompanhadas pela diminuicdo na producdo de
adiponectina (Hajer et al., 2008).

Como dito anteriormente, ja foi demonstrado que o efeito anticontratil
promovido pelo PVAT é perdido na obesidade (Gao et al., 2005; Voorde et al.,
2014). No presente estudo, a massa dos aneéis com PVAT de artérias
mesentéricas de camundongos obesos foi semelhante ao de camundongos
controles, mas a presenca do PVAT em anéis de artérias mesentéricas nao
reduziu a resposta vasoconstritora, mostrando que o efeito anticontratil

promovido pelo PVAT branco foi perdido com a obesidade. Entretanto, a
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presenca do PVAT em anéis de aorta tordcica reduziu a resposta
vasoconstritora, demonstrando que o efeito anticontratil promovido pelo PVAT
marrom é preservado na obesidade.

Fésls e colaboradores (2007) demonstraram que, em ratos Sprague-
Dawley, o PVAT atenuou a resposta a noradrenalina e também reduziu a
resposta a outros vasoconstritores como a serotonina, fenilefrina e Ang Il em
anéis de aorta toracica e artérias mesentéricas. De acordo com esses dados,
no presente estudo, a fim de avaliar se a acdo anticontratil do PVAT marrom de
camundongos obesos era mantida para outros agonistas, foram realizadas
curvas concentracdo-resposta para serotonina em anéis de aorta toracica, com
e sem PVAT. A resposta vasoconstritora a serotonina, na presenca do PVAT,
foi reduzida em relacdo aos anéis sem PVAT, tanto no grupo controle, quanto
no grupo obeso, reforcando que o efeito anticontratii promovido pelo PVAT
marrom continua integro na obesidade.

O fato de que o PVAT marrom e o PVAT branco séo histologicamente
distintos e secretam um conjunto diferente de adipocinas (Bloor, Symonds,
2014), poderia explicar a diferenca do efeito da obesidade sobre a acao
anticontratil do PVAT marrom e branco em nosso estudo.

Police e colaboradores (2009) descreveram que, em camundongos
obesos induzidos por dieta, a infiltragdo de macréfagos no PVAT branco era
maior em comparac¢ao ao PVAT marrom, indicando que o PVAT branco parece
ser mais propenso a inflamacédo. Fitzgibbons e colaboradores (2014) também
demonstraram que o PVAT marrom de camundongos obesos induzidos por
dieta apresentou maior resisténcia a infiltracdo de macrofagos. Sendo assim, a
diferenca entre os dois PVATs, tanto em relacdo as adipocinas liberadas
quanto a propensao a inflamacao, pode explicar porque a acdo anticontratil do
PVAT branco é perdida na obesidade, mas essa acdo do PVAT marrom é
preservada.

Sabe-se que os adipdcitos expressam todos os componentes do SRAA
e 0 blogueio com antagonistas do receptor AT1 de Ang Il exerce efeitos
benéficos na sobrevivéncia, elevacdo da pressdo sanguinea e risco
cardiovascular em animais obesos (Cat etal., 2011).

Nosso grupo mostrou que a obesidade modula o conteido de RNAmM

dos componentes do SRAA de forma diferente no PVAT da aorta toracica e
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artérias mesentéricas em camundongos (Inada et al., 2014). Além disso,
demonstramos que a atividade da ECA estad reduzida no PVAT marrom da
aorta toracica, mas essa atividade ndo foi modificada no PVAT branco do leito
mesentérico (Inada, 2016). Dessa forma, no presente estudo, a fim de avaliar a
participacdo do SRAA no efeito da obesidade sobre a acdo anticontratil do
PVAT branco, camundongos controles e obesos foram tratados com losartana
(10 mg/kg) durante 30 dias na agua de beber.

Em artérias mesentéricas, o bloqueio crénico do receptor AT1 foi capaz
de resgatar o efeito anticontratil promovido pelo PVAT branco que foi abolido
pela obesidade, ja que a presenca do PVAT reduziu a resposta vasoconstritora
a noradrenalina em camundongos obesos tratados com losartana, sugerindo
que a Ang Il estd envolvida no processo de perda do efeito anticontratil do
PVAT branco promovida pela obesidade.

Para avaliar se a participagdo da Ang Il na perda da agéo anticontratil do
PVAT se da de maneira direta, incubamos 0s anéis com antagonista do
receptor AT1 losartana no momento da avaliacdo da reatividade vascular nos
grupos controle e obeso. Pudemos observar que o efeito anticontratil
promovido pelo PVAT branco ainda foi demonstrado no grupo controle, ja que a
presenca do PVAT reduziu a resposta vasoconstritora a noradrenalina.
Entretanto, no grupo obeso, mesmo na presenca de losartana, a resposta
vasoconstritora a noradrenalina foi semelhante nos anéis com e sem PVAT,
demonstrando que a recuperacdo do efeito anticontratil requer inibicdo crbénica
das acbes da Ang Il e que, pelo menos parte das acdes da Ang Il no PVAT
depende de mecanismos indiretos. Por outro lado, Rosei e colaboradores
(2015) demonstraram que, em ratos Sprague-Dawley com obesidade induzida
por dieta, inibicdo aguda da ECA foi capaz de recuperar o efeito anticontrétil
promovido pelo PVAT branco em artérias mesentéricas.

Em diversas doencas cardiovasculares, a Ang Il induz uma resposta
vasoconstritora e pré-inflamatoria, por aumentar a geracdo de EROs, o que
leva a reducdo da disponibilidade de NO e ao aumento da producdo de
citocinas proé-inflamatorias (Montezano et al., 2014). Sabe-se que a Ang Il ativa
a NADPH oxidase em células endoteliais e do musculo liso, resultando na

geracdo de EROs, como o0 anion superéxido e o peroxido de hidrogénio, que
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estdo envolvidos nos efeitos vasculares induzidos pela Ang Il (Garrido,
Griendling, 2009).

Para avaliar a participacdo da enzima NAPDPH oxidase na perda da
acao anticontratii do PVAT branco promovida pela obesidade, utilizamos a
apocinina, um inibidor dessa enzima. E, uma vez que a resposta
vasoconstritora a noradrenalina foi semelhante nos anéis com e sem PVAT do
grupo obeso, as EROs da NADPH oxidase parecem nao participar da perda da
acao anticontratil do PVAT branco.

Fomos, entdo, avaliar os mecanismos pelos quais o tratamento cronico
com losartana recupera a acdo anticontratii do PVAT no grupo obeso. Os
efeitos da Ang Il sdo regulados através do equilibrio entre a expressédo dos
receptores AT1 e AT2. O receptor AT1 € responsavel pelos efeitos deletérios
conhecidos da Ang I, como a vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona,
inflamacédo, hipertrofia e fibrose, enquanto o receptor AT2 quando ativado
medeia efeitos em dire¢cdes opostas, promovendo vasodilatacdo, acdes anti-
inflamatérias e anti-fibréticas, inibicdo do crescimento celular e geracdo de NO
(Cat, Touyz, 2011; Cat et al, 2013). Assim, incubamos anéis de artérias
mesentéricas dos grupos controle e obeso tratados com losartana, com o
antagonista do receptor AT2 PD 123,319 e observamos que o receptor AT2
parece mediar a recuperacdo do efeito anticontratil no grupo obeso, uma vez
que o bloqueio desse receptor ndo s6 aboliu a recuperacdo da acao
anticontratii do PVAT promovida pelo tratamento com losartana, mas fez com
gue a resposta vasoconstritora a noradrenalina fosse aumentada na presenca
do PVAT.

Hagihara e colaboradores (2014) demonstraram que em ratos obesos
induzidos por glutamato monossoédico houve um aumento na expressdo do
receptor AT2 em artérias mesentéricas, mas sem diferencas na expressao do
receptor AT1. Em nosso estudo, ndo observamos diferencas significativas na
expressdo do conteudo proteico dos receptores ATl e AT2 em artérias
mesentéricas entre 0s grupos controle e obeso. Contudo, um estudo do nosso
grupo mostrou que, diferentemente das artérias mesentéricas, a expressao do
receptor AT1, assim como do AT2, estdo aumentadas no PVAT branco do leito
mesentérico de camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica (Inada,
2016).
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O bloqueio do receptor AT1 leva a um mecanismo compensatério, onde
0 receptor AT2 é mais ativado, levando a um aumento de NO, que resulta em
um efeito vasodilatador, auxiliando na manutencdo da resisténcia vascular
(Fernandez-Alfonso et al., 2013).

Diferentemente dos receptores AT1, os receptores AT2 nao Ssé&o
internalizados durante a ligagdo com a Ang Il. Trés vias de sinalizacdo
principais foram descritas a partir da ativacdo da proteina G: 1) estimulagédo de
proteinas fosfatases causando uma desfosforilacdo proteica; 2) ativacdo da via
do NO/GMPc; e 3) estimulacdo da fosfolipase A e liberagdo de &cido
araquidénico (Lemarié, Schiffrin, 2010). A segunda via de sinalizacdo envolve a
ativacdo da eNOS, resultando na liberagdo de NO e, consequentemente,
vasodilatacdo (Sun etal., 2013).

Gao e colaboradores mostraram que a acdo do fator relaxante derivado
do PVAT marrom era dependente do endotélio (Gao et al., 2006) e de NO (Gao
et al., 2007), pois, em anéis de aorta de ratos Wistar saudaveis com PVAT
intacto, a presenca de L-NAME atenuou a acao anticontratil.

Em nosso estudo, incubamos anéis de artérias mesentéricas com L-
NAME, a fim de avaliar se a recuperacéo do efeito anticontratil do PVAT com o
tratamento com losartana no grupo obeso era dependente de NO. No grupo
controle, a presenca de L-NAME ndo aboliu o efeito anticontratil promovido
pelo PVAT, demonstrando que esse efeito em camundongos ndo depende,
pelo menos exclusivamente, de NO. No grupo obeso, na presenca de L-NAME,
a resposta a noradrenalina foi semelhante em anéis com e sem PVAT. Ja nos
grupos tratados com losartana, na presenca de L-NAME, a resposta
vasoconstritora a noradrenalina foi aumentada em anéis com PVAT em
comparacdo aos anéis sem PVAT de camundongos controles e semelhante
entre anéis com e sem PVAT de camundongos obesos, sugerindo que o
blogueio crénico do receptor AT1 aumenta a participacdo do NO na acao
anticontrati do PVAT tanto de camundongos controles, quanto de
camundongos obesos.

Sabe-se que a eNOS esta envolvida nas acfes do PVAT em relacdo ao
controle do tdnus vascular, uma vez que ja foi descrito que o PVAT pode ser
uma fonte de NO adicional no camundongo obeso induzido por dieta
hiperlipidica (Gil-Ortega et al., 2010).
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Vimos que a expressdo da eNOS em artérias mesentéricas de
camundongos obesos estava aumentada em relacdo ao grupo controle.
Contudo, o contetdo proteico de eNOS no PVAT de camundongos obesos
estava reduzido, o que poderia explicar a perda da acdo anticontratil do PVAT
no grupo obeso. O tratamento com losartana ndo modificou o contetdo
proteico da eNOS em artérias mesentéricas do grupo controle, mas reduziu o
conteudo proteico dessa enzima em artérias mesentéricas do grupo obeso. Por
outro lado, o bloqueio crénico do receptor AT1 aumentou 0 conteudo proteico
da eNOS no PVAT tanto do grupo controle, quanto do grupo obeso.

Em 2013, Sun e colaboradores desenvolveram um estudo a fim de
demonstrar que os niveis elevados de &acidos graxos livres poderiam atenuar a
resposta anticontratil promovida pelo PVAT marrom. Esses autores mostraram
que, em anéis de aorta toracica de ratos obesos induzidos por dieta, um doador
de NO (MAHMA NONOato) recuperou parcialmente o efeito anticontratil
promovido pelo PVAT, indicando a importéancia do NO nesse efeito. Portanto,
esses resultados indicam que, a integridade tanto do endotélio quanto do PVAT
é importante para a manutengdo do ténus vascular.

Nossos resultados indicam a participacdo do receptor AT2 no efeito
anticontratil promovido pelo PVAT branco na vigéncia do bloqueio crénico do
receptor AT1, cuja ativacdo promove geracdo de NO e, consequentemente,

reducéo da contracédo.



64

7 CONCLUSAO

Diante desses dados, podemos concluir que a obesidade induz
disfuncdo do PVAT branco, mas ndo do PVAT marrom, e que o SRAA pode
estar envolvido. O efeito anticontratil promovido pelo PVAT branco pode ser
recuperado pelo tratamento crénico com losartana, por meio de mecanismo
dependente de AT2 e NO.
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