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Resumo

ASSIS, V. O. Efeitos pleiotrdpicos do nebivolol sobre a disfungdo vascular e mecanismos
inflamatorios do tecido adiposo perivascular na hipertensdo secundaria a obesidade. 2023.
Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A obesidade ¢ uma doenca cronica que induz danos em diferentes orgdos e
sistemas, podendo figurar como importante fator de risco no desenvolvimento de
complicacdes cardiovasculares. Dentre os tecidos afetados pela obesidade, tem-se o
tecido adiposo perivascular (perivascular adipose tissue - PVAT), sendo esse capaz de
modular a resposta vascular via secre¢do de substancias vasodilatadoras. Na obesidade,
ha aumento da quantidade e modificacdo estrutural do PVAT ao longo da vasculatura.
Essas alteragdes incluem aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO) via NADPH
oxidase, reducdo da capacidade antioxidante e subsequente reducao da biodisponibilidade
de o6xido nitrico (NO), uma das espécies mediadoras da acdo anti-contratil do PVAT.
Dessa forma, o PVAT figura como potencial alvo de interesse no entendimento das
alteracdes vasculares induzidas pela obesidade. O controle da hipertensdo associada a
obesidade deve levar em consideragdo marcadores da sindrome metabdlica, sendo os [3-
bloqueadores uma opgao terapéutica. Dentre eles, o nebivolol se destaca pelo seu perfil
onde, além da agdo antagonista sobre os receptores Pi-adrenérgicos, também possui
efeitos pleiotropicos antioxidantes associados ao efeito agonista sobre os receptores Ps-
adrenérgicos. Investigamos se o nebivolol restauraria o efeito anti-contratil do PVAT
mesentérico na obesidade. Ratos Wistar Hannover foram tratados por 10 semanas com
dieta hipercaldrica, e em seguida foi realizado tratamento com nebivolol (10 mg/kg/dia,
v.0., gavagem) durante 4 semanas. O consumo de dieta hipercalérica promoveu aumento
da pressdo arterial sistolica e o tratamento com nebivolol reverteu essa resposta.
Observamos a perda do efeito anti-contratii do PVAT mesentérico em resposta a
obesidade, resultando em hipercontratilidade vascular. Além disso, foram coletados o
PVAT mesentérico e leito arterial mesentérico (LAM) para estudos bioquimicos, onde
observamos que a obesidade levou a aumento na producdo de ERO e desequilibrio na
atividade antioxidante, respostas essas revertidas apds o tratamento com o nebivolol,
sugerindo um efeito benéfico sobre os sistemas antioxidantes. Também observamos que
a obesidade comprometeu a via nitrérgica, levando a disfunc¢ao endotelial e desequilibrio
entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores, no entanto o tratamento com nebivolol

melhorou a resposta vasodilatadora mediada pelo NO. Por fim, nosso estudo revelou a



influéncia dos neutro6filos na inflamag¢ao do PVAT associada a obesidade. O aumento do
recrutamento de neutrdfilos na obesidade intensifica a resposta inflamatoria no tecido
adiposo. Além disso, a presenca de macréfagos desempenha um papel central na
inflamacdo do PVAT durante a obesidade, sendo observado um aumento na infiltragao
de macrofagos pro-inflamatorios. Notavelmente, o tratamento com nebivolol reverteu
esse aumento, indicando um efeito modulador na resposta inflamatéria. Concluimos que
a obesidade induz a disfuncdo vascular, inflamacdo e alteragdes oxidativas no PVAT
mesentérico € no LAM. O tratamento com nebivolol exerceu efeitos benéficos,
restaurando a fun¢do anti-contratil do PVAT, melhorando a atividade antioxidante e
reduzindo a inflamacao. Esses resultados destacam o potencial terapéutico do nebivolol
no manejo das complica¢des cardiovasculares associadas a obesidade, através de agdes
multifatoriais que envolvem modulagdo do estresse oxidativo, inflamagao e regulacao do

tonus vascular.

Palavras-chave: Nebivolol, Obesidade, Hipertensdao, PVAT, Estresse oxidativo.



Abstract

ASSIS, V. O. Pleiotropic Effects of Nebivolol on Vascular Dysfunction and
Inflammatory Mechanisms of Perivascular Adipose Tissue in Hypertension Secondary to
Obesity. 2023. Master’s Dissertation — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Obesity is a chronic disease that induces damage in various organs and systems,
potentially serving as a significant risk factor in the development of cardiovascular
complications. Among the tissues affected by obesity is the perivascular adipose tissue
(PVAT), which is capable of modulating vascular response through the secretion of
vasodilatory substances. In obesity, there is an increase in the quantity and structural
modification of PVAT along the vasculature. These alterations include an increase in
reactive oxygen species (ROS) via NADPH oxidase, reduction in antioxidant capacity,
and subsequent decrease in nitric oxide (NO) bioavailability — one of the mediators of
PVAT's anti-contractile action. Therefore, PVAT emerges as a potential target of interest
in understanding obesity-induced vascular changes. The control of obesity-associated
hypertension must consider markers of metabolic syndrome, with B-blockers being a
therapeutic option. Among them, nebivolol stands out due to its profile where, in addition
to its antagonistic action on Bl-adrenergic receptors, it also has pleiotropic antioxidant
effects associated with its agonist effect on B3-adrenergic receptors. We investigated
whether nebivolol would restore the anti-contractile effect of mesenteric PVAT in
obesity. Wistar Hannover rats were treated for 10 weeks with a hypercaloric diet,
followed by 4 weeks of nebivolol treatment (10 mg/kg/day, oral gavage). Hypercaloric
diet consumption led to an increase in systolic blood pressure, and nebivolol treatment
reversed this response. We observed the loss of the anti-contractile effect of mesenteric
PVAT in response to obesity, resulting in vascular hypercontractility. Furthermore,
mesenteric PVAT and mesenteric arterial bed (MAB) were collected for biochemical
studies, where obesity led to increased ROS production and antioxidant activity
imbalance, responses reversed after nebivolol treatment, suggesting a beneficial effect on
antioxidant systems. We also noted that obesity compromised the nitrergic pathway,
leading to endothelial dysfunction and an imbalance between vasoconstrictor and
vasodilator factors; however, nebivolol treatment improved the NO-mediated
vasodilatory response. Ultimately, our study revealed the influence of neutrophils on
PVAT inflammation associated with obesity. The increased recruitment of neutrophils in

obesity intensifies the inflammatory response in adipose tissue. Additionally, the presence



of macrophages plays a central role in PVAT inflammation during obesity, with an
increase in pro-inflammatory macrophage infiltration observed. Importantly, nebivolol
treatment reversed this increase, indicating a modulatory effect on the inflammatory
response. In conclusion, obesity induces vascular dysfunction, inflammation, and
oxidative alterations in mesenteric PVAT and MAB. Nebivolol treatment exerted
beneficial effects, restoring PVAT's anti-contractile function, enhancing antioxidant
activity, and reducing inflammation. These findings underscore the therapeutic potential
of nebivolol in managing cardiovascular complications associated with obesity, through
multifactorial actions involving oxidative stress modulation, inflammation, and vascular

tone regulation.

Keywords: Nebivolol, Obesity, Hypertension, PVAT, Oxidative stress.
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1. Introducdo

1.1. Risco cardiovascular associado a obesidade

A obesidade ¢ uma doenga complexa e multifatorial que envolve diversos fatores

1 2 3 4,

bioldgicos !, psicossociais 2, socioecondmicos * ¢ ambientais *°. Sua patogénese é
influenciada por vias e mecanismos heterogéneos, resultando em consequéncias adversas
para a saude. Embora o Indice de Massa Corporal (IMC) seja amplamente utilizado para

avaliar a gordura corporal em populagdes 68

, essa escala apresenta limitagdes na
capacidade de predizer a adiposidade individual, com variagdes significativas entre sexos,

idades e grupos étnicos %19,

Em termos globais, a obesidade tem se tornado uma preocupagdo crescente, com
o namero de adultos afetados dobrando em 73 paises entre 1980 € 2015 !!, e um continuo
aumento em muitos outros paises. Estima-se que entre 39% e 49% da populacdo mundial,
o equivalente a 2,8 a 3,5 bilhdes de pessoas, apresente sobrepeso ou obesidade !2. Essa
condi¢do tem impacto significativo na saude publica, sendo a obesidade associada a cerca
de 4,0 milhdes de mortes em 2015 !'. Dentre essas mortes, mais de dois ter¢os foram
atribuidos a doencas cardiovasculares (DCV), mesmo apos a considera¢ao de fatores

como tabagismo e outras condigdes de saude '3.

A obesidade ¢ reconhecida como um estado inflamatdrio caracterizado por
aumento do tecido adiposo e redugdo dos niveis de adiponectina, uma adipocina com
caracteristicas anti-inflamatoérias, o que compromete sua capacidade de inibir os
processos inflamatorios, resultando na manutengdo da inflamagdo '#!5. Essa disfun¢io
dos adipocitos contribui para o desequilibrio da homeostase corporal e para a ativagdo de
mecanismos pro e anti-inflamatérios, que desempenham um papel crucial nas
complicacdes metabolicas associadas a obesidade, bem como no comprometimento

vascular que leva a alteragdes cardiometabolicas 161,

Em paralelo ao desenvolvimento da obesidade, ocorre uma infiltragdo de células
inflamatorias, ndo somente no tecido adiposo, mas também em outros tecidos 2°. Nesse
sentido, diversos estudos estabeleceram uma clara relagdo entre biomarcadores

inflamatérios e eventos cardiovasculares 21:22,



Adicionalmente, a obesidade esta associada a resisténcia a insulina ¢ a disfungao
endotelial, cuja origem pode ser atribuida, em grande parte, a producao de produtos
metabolicos derivados de lipidios, horménios e citocinas pro-inflamatorias 2°-**. Essa
disfuncdo endotelial ¢ um fator relevante em diversas condigdes cardiovasculares,
incluindo aterosclerose, hipertensdo, hiperlipidemia e resisténcia a insulina, que

interferem com a via de sinaliza¢do da insulina 2>-%7,

Por outro lado, a adiponectina, uma proteina secretada pelo tecido adiposo, exerce
uma importante influéncia na expressao das células endoteliais, afetando mecanismos-
chave envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose !°. Entre esses mecanismos,
destacam-se a estimulac¢do da produgdo de 6xido nitrico (NO), a regulacdo de mediadores
pro-aterogénicos, a estabilizagdo de placas coronarias e a promocao da vasodilatacao
arterial 28-3°. Essa a¢o da adiponectina confere-lhe um papel protetor contra doengas

cardiovasculares, além de contribuir para o aumento da sensibilidade & insulina 3!.
1.2. Disfuncdo do tecido adiposo perivascular

Em relacdo a vasculatura, a obesidade pode ainda afetar o depdsito de gordura no
tecido adiposo perivascular (perivascular adipose tissue — PVAT) levando a inflamagao

local, remodelamento vascular e redu¢do do relaxamento vascular 2.

O PVAT ¢ uma estrutura de suporte e armazenamento lipidico que possui
propriedades secretorias. Esse tecido atua de forma autdcrina, paracrina ou enddcrina
liberando substancias com propriedades vasoativas que desempenham importante fungao
na regulagdo do tonus vascular 3. A excec¢do dos vasos da circulagio cerebral, todos os
vasos sanguineos sistémicos sdo envolvidos pelo PVAT, que estd localizado
externamente a camada adventicia. O PVAT ¢ um tecido complexo constituido por
diferentes tipos celulares, com predominio da presenca de adipocitos, que podem ser

semelhantes aos adip6citos brancos, marrons ou beges.

Os adipocitos brancos sdo compostos por uma unica goticula lipidica grande,
tendo como func¢do o armazenamento de lipideos, como o colesterol e triglicerideos. Ja
os adipdcitos marrons possuem atividade mitocondrial, vesiculas lipidicas multiloculares
e menores e sdo mais vascularizados 3* (Figura 1). Adipdcitos beges, por outro lado,

apresentam menor atividade mitocondrial e também menos goticulas lipidicas, se



comparados aos adipdcitos marrons, sendo formados a partir de adipdeitos brancos em

um processo denominado browning

WAT: The fat storage organ
Single large lipid droplet, few mitochondria

35,36

BAT: The thermogenic organ

Multiple small lipid droplets, many mitochondria
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Figura 1. Resumo das principais diferencas fisiologicas entre tecido adiposo branco (WAT) e tecido
adiposo marrom (BAT). Um resumo das principais diferencas fisiologicas relevantes para a geragdo de
imagens entre WAT e BAT. FFA: acido graxo livre, N: nucleo, M: mitocéndria, p3-AR: receptor
adrenérgico beta-3, G: glicose, L. goticula lipidica, CD36: cluster de diferencia¢do 36/acido graxo
translocase, GLUT: transportador de glicose. Fonte: Frankl et al., 2019.

O tipo de adipdcito presente no PVAT varia de acordo com o territorio vascular
37, Por exemplo, o PVAT toracico, semelhante ao tecido adiposo marrom, é marcado por
uma expressao elevada da proteina desacopladora 1 (UCP-1) e do ativador de morte
celular CIDE-A 38, Por outro lado, o PVAT abdominal apresenta o fenotipo branco, mas

contém uma mistura de adipdcitos bege e brancos ¥

De maneira geral, os adipdcitos brancos do PVAT tém muitas semelhangas com
seus homologos viscerais, que sdo classificados morfologicamente pela presenga de
grandes goticulas lipidicas uniloculares, poucas mitocondrias e pequenos volumes
citoplasmaticos *°. Ja os adipdcitos marrons do PVAT sdo distintos por suas goticulas
lipidicas multiloculares e alta densidade de mitocdndrias 3#!. Em roedores, artérias como
as mesentéricas, cardtidas e femorais sdo circundadas por tecido adiposo branco,
enquanto a aorta tordcica ¢ cercada por tecido adiposo marrom e a aorta abdominal por

PVAT bege; uma mistura de adipdcitos brancos e marrons (Figura 2) 374243,
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Figura 2. Diferencas anatomicas e morfologicas dos PVATs. As diferengas de cor refletem as diferentes
proporgoes de adipocitos marrons no tecido adiposo. Os tecidos adiposos ao redor da aorta tordcica
(tPVAT), aorta abdominal (aPVAT) e artéria mesenterica (mPVAT) tem populagées distintas de células
adiposas derivadas de diferentes progenitores de adipocitos. Adaptado de Li et al., 2021.

O PVAT, fisiologicamente, apresenta efeito de reduzir a resposta contratil a
agentes vasoconstritores. Soltis e Cassis (1991) demonstraram pela primeira vez que o
PVAT diminuia a poténcia da resposta contratil induzida pela noradrenalina em aortas de
ratos 4. Dentre os fatores vasorelaxantes produzidos pelo PVAT estdo o NO, sulfeto de
hidrogénio (H»S), peréxido de hidrogénio (H>0-), adipocinas (ex.: adiponectina, leptina
e resistina), prostaciclina (PGI,), metil palmitato (PAME) e a angiotensina 1-7. Além
disso, o PVAT produz fatores de contragdo que incluem noradrenalina, espécies reativas
de oxigénio (ERO), interleucina (IL)-6, fator de necrose tumoral (TNF)-o € quemerina 6.
A regulacdo da producdo e eliminagdo desses fatores contrateis e relaxantes ¢ feita por
diversas proteinas presentes no PVAT, como a enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
induzida (iNOS), ciclooxigenases (COX1 e COX2) e as isoformas da enzima superdxido

dismutase (SOD) .

Além do efeito anti-contratil, o PVAT ¢ capaz de produzir fatores contrateis. Gao

e colaboradores demonstraram que ao estimular o nervo perivascular da artéria



mesentérica de ratos foi observada a indugdo de vasoconstri¢ao, além de apresentada a
concepcao de que o PVAT expressa subunidades da enzima NADPH oxidase e que o
anion superdxido (O:™) produzido foi o responsavel pela contragdo 6. O complexo
NADPH oxidase tem como fun¢do a producdo de ERO, sendo considerado o principal
responsavel pela producgdo dessas substancias nas células endoteliais, da musculatura lisa
vascular ¢ do PVAT 4. A familia das NADPH oxidases (Nox) consiste em sete
subunidades cataliticas denominadas Nox1-5 e Duox1 e 2 (Dual oxidase) *®. Sdo proteinas
ligadas @ membrana que contém o sitio de ligagdo do NADPH e transportadores redox
(dois grupos heme e uma flavina) para transferir elétrons através da membrana para o Oz,
gerando O™ pela reagdo (20, + NADPH — 20, + NADP" + H") e utilizando NADH
ou NADPH como espécies doadoras de elétron 4, precursor de espécies mais reativas

como H>O,, HO® e HOC1~°.

Para o controle dessas espécies, o organismo dispde de mecanismos antioxidantes
para que os danos decorrentes da superproducdo de ERO sejam minimizados, como a
SOD, a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase !. Cada enzima atua de uma maneira
especifica, a familia da SOD ¢ composta por trés isoformas, SOD1-3, e atua promovendo
a dismutagdo do O™, produzindo H20; ¢ O, (20, + 2H" — H,0, + O,) de maneira
dependente de Cu?" ou Zn** como cofatores; ja a familia da GPx possui 8 isoformas,
GPx1-8, que promovem a reducdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) via glutationa
reduzida 32, ao passo que a catalase converte o H,O, em agua e oxigénio molecular (2H,0,
— 2H,0 + 0O,) 3. Vale ressaltar que os trés mecanismos antioxidantes enzimaticos estdo

expressos no tecido adiposo 47,

Por outro lado, em condi¢des ndo fisioldgicas, a produgdo e secre¢do de fatores
oxidativos e protetores no PVAT de maneira desequilibrada resulta em uma alteracdo na
fungdo anti-contratil do PVAT, o qual passa a atuar na promocdo da disfungdo

vascular/endotelial em varias doengas, como ocorre na obesidade, por exemplo >3,

1.3. Hipertensdo arterial secundadria a obesidade

Existe uma ligacdo claramente estabelecida entre obesidade e hipertensdo arterial
3760 O actimulo de excesso de tecido adiposo inicia uma cascata de eventos que ddo
origem a pressdo arterial elevada (Figura 3), sendo a hipertensdo arterial secundaria a

obesidade uma via comum em criangas e adultos 162,



Evidéncias sugerem que altas cargas caloricas aumentam o turnover de
noradrenalina periférica, e dietas ricas em gordura e carboidratos estimulam os receptores
periféricos a1 e B-adrenérgicos, o que eleva a atividade do sistema nervoso simpatico
(SNS) 363, Dentre os mecanismos envolvidos na ativagdo do SNS durante a obesidade,
vale ressaltar: (1) niveis elevados de acidos graxos livres, tipicos do fenotipo obesidade,
aumentam a sensibilidade vascular a-adrenérgica e, consequentemente, o tonus arterial
64 (2) a distribui¢do de gordura corporal também desempenha um papel na variabilidade
do sistema nervoso simpatico, sendo que a obesidade central estd associada a uma maior
ativa¢do do sistema nervoso simpatico em comparagdo com a obesidade subcutinea ¢,
(3) por fim, a sensibilidade do barorreflexo, que normalmente tem um efeito simpato-
inibitorio em condic¢des de pressdo arterial elevada, esta diminuida no fendtipo obesidade-
hipertensdo, contribuindo ainda mais para a atividade aumentada do sistema nervoso

simpatico .

Além de mecanismos envolvendo o SNS, a obesidade esta associada a maior risco
de doenga renal cronica ®’. Durante o inicio da obesidade, ha um aumento na reabsor¢do
tubular renal, resultando em maior retencao de s6dio. Em resposta, ocorre vasodilatacao
renal, que aumenta a filtragdo glomerular e a quantidade filtrada de dgua e eletrdlitos, na
tentativa de compensar o aumento na reabsor¢do tubular renal. No entanto, essa
compensagdo ¢ incompleta e o volume extracelular ¢ expandido, havendo uma
recalibracdo ascendente da natriurese de pressao. Essa maior avidez pelo sddio desloca a
curva de natriurese de pressdo para a direita %%, o que requer uma pressio arterial mais

alta para excretar o consumo dirio de sal e manter o equilibrio de sodio.

A obesidade também esta associada a uma disfuncdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), na qual os niveis plasmaticos de renina,
angiotensinogénio, angiotensina Il e aldosterona estdo todos elevados em individuos
obesos %, Vérios mecanismos tem sido considerados como responsaveis pela ativagio do
SRAA, incluindo a estimulagdo do SNS na liberagio de renina 7, resultando na produgio
de angiotensina II; a produgdo de angiotensinogénio no tecido adiposo, especialmente nos
adipocitos intra-abdominais 7*’!, que leva a gera¢do de angiotensina II e aldosterona; e
os efeitos dos acidos graxos livres, juntamente com outros fatores pouco definidos, na

produgdo e liberagdo de aldosterona .



O tecido adiposo em si ¢ também uma fonte de todos os componentes do SRAA
38,3972 (O angiotensinogénio produzido pelas células adiposas é liberado no sistema
circulatorio, aumentando a quantidade disponivel para conversao ao longo da cascata que
eleva a pressao arterial, e os receptores do SRAA estdo bem estabelecidos nos adipocitos

2 Esse conjunto de eventos resulta em uma atividade aumentada do SRAA.

O excesso de tecido adiposo visceral comprime fisicamente os rins, o que afeta
tanto o sistema vascular quanto o tubular, aumentando a ativacdo do SRAA e a reabsor¢ao

61 As pressdes fisicas que a obesidade exerce sobre os rins iniciam uma

de sodio
progressao prejudicial, que vai desde a hiperfiltragao, glomerulomegalia (aumento dos
glomérulos) até a esclerose da parede dos glomérulos e dos néfrons, resultando, em tltima
instancia, na perda de néfrons, o que afeta negativamente a natriurese de pressdo °2.Essas

mudangas estruturais nos rins resultam em maior reten¢do de sddio e aumento da pressao

arterial.
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Figura 3. Mecanismos envolvidos na patogénese da hipertensdo arterial induzida pela obesidade. AGL:
dcido graxo livre, ERO: espécies reativas de oxigénio, ET-1: endotelina 1, IL-6: interleucina-6, IL-1B:
interleucina-1b, NO: oxido nitrico, SNS: sistema nervoso simpatico, SRAA: sistema renina-angiotensina-
aldosterona, TNF-a: fator de necrose tumoral alfa Adaptado de Kotsis et al., 2010.



1.4. Tratamento farmacoldgico do paciente obeso e hipertenso

As Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial de 2020 apontam a obesidade
como uma das principais causas da hipertensdo arterial secundaria 73, colocando os
individuos diagnosticados nessa condi¢do em maior risco cardiovascular e com maior
impacto nos orgdos-alvo "*. Nesse contexto, ¢ recomendado iniciar o tratamento anti-
hipertensivo sempre que a pressdo arterial atingir ou ultrapassar 140/90 mmHg 7.
Considerando as diversas alteragdes metabdlicas induzidas pela obesidade, a escolha da
terapia medicamentosa deve ser pensada de forma a melhorar, ou a0 menos ndo piorar, a
condi¢do clinica do paciente. Nesse sentido, os -bloqueadores sdo apontados como uma

opgdo terapéutica nesse cenario 3.

Os B-bloqueadores sdo classificados em trés geracdes distintas, cada uma com
mecanismos de a¢do diferentes. Os de primeira geragdo atuam como antagonistas dos
receptores Pi1 e B2, enquanto os de segunda geragdo sao seletivos para os receptores 1. Ja
os de terceira geragdo sdo seletivos para os receptores i1 € possuem efeitos adicionais,
incluindo o bloqueio aj-adrenérgico, a ativacdo dos receptores Ps-adrenérgicos e agao

antioxidante e vasodilatadora (Figura 4) 7°.
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Figura 4. Mecanismos distintos de cada isomero do nebivolol. Visdo geral dos efeitos do nebivolol no
coragdo, rins e sistema vascular: O D-nebivolol antagoniza os fi-adrenoceptores em cardiomiocitos e



em células justaglomerulares. O L-nebivolol induz a liberagdo de NO via B3-agonismo, estimulando o
relaxamento vascular. AC: adenilil ciclase, Ca®*: cdlcio, cAMP: monofosfato ciclico de adenosina 3'5',
cGMP: monofosfato ciclico de guanosina 3',5, eNOS: oxido nitrico sintase endotelial, NO, oxido nitrico,

PKA: proteina quinase A, SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona, sGC: guanilil ciclase soluvel,
CMLYV, célula muscular lisa vascular.

Os B-bloqueadores de primeira geragdo podem piorar a homeostase da glicose,
agravar a resisténcia a insulina e reduzir os niveis de HDL 7”78, No entanto, os B-
bloqueadores de terceira geragdo, como o nebivolol, sdo indicados para uso em pacientes
hipertensos com comorbidades, como a obesidade 7. O nebivolol pertence a essa classe
de farmacos e possui acdes metabolicas e enddcrinas benéficas que favorecem seu uso
em individuos obesos. Esse medicamento tem agdo positiva na homeostase da glicose,
reduz a resisténcia a insulina, diminui os niveis de colesterol total, LDL e triglicerideos,

além de aumentar o HDL 7980,

O nebivolol também promove a¢do vasodilatadora mediada pela ativacdo dos
receptores B3 endoteliais, aumentando a produgdo de NO e revertendo a
hipercontratilidade vascular associada a hipertensio arterial 8!. Para isso, o nebivolol
aumenta a fosforilagdio do residuo de ativagdo Ser!'”” da eNOS, aumentando a

biodisponibilidade de NO 3283,

O efeito antioxidante do nebivolol ¢ de extrema importincia para sua acdo
protetora nos vasos sanguineos. Esse medicamento exerce essa agdo ao reduzir a
expressao das subunidades cataliticas da enzima NADPH oxidase, como Nox1, Nox2 e
Nox4 3% Estudo comparativo entre o nebivolol e metoprolol, antagonistas dos
receptores Pi-adrenérgicos de terceira e segunda geragdo, respectivamente, demonstrou
que o nebivolol atenuou significativamente a remodelacdo vascular e a deposi¢do de
colageno associada a hipertensdo, além de também conter os aumentos na atividade da
NADPH oxidase aortica, niveis de O™ e de nitrotirosina ¢ marcadores de peroxidagao
lipidica, respostas essas ndo observadas com o tratamento com o metoprolol 8.

Além disso, estudos em animais obesos demonstraram que o nebivolol reduz a
ativacao do inflamassoma NLRP3 e aumenta a expressao de enzimas antioxidantes, como
a SOD e catalase, bem como dos receptores B3 na vasculatura 32. Vale ressaltar que o
receptor B3 também ¢é expresso no PVAT, e o aumento de sua expressao foi associado a

recuperagdo da fungdo anti-contratil do PVAT em modelos de obesidade ¥’. De fato, a



ativacdo desses receptores no PVAT desencadeia um importante mecanismo de
relaxamento vascular, resultando na producdo de adiponectina, um hormoénio com

8, Embora ja se tenha relatos sobre o papel anti-

propriedades vasculoprotetores
inflamatorio do nebivolol em reduzir a expressdo de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a e IL-1B, e do fator de transcrigdo NF«kB %%, ndo ha dados que demonstrem a agdo

anti-inflamatoria do farmaco no PVAT.

Essas agdes combinadas do nebivolol, incluindo seu efeito antioxidante e sua
influéncia na regulagdo de receptores B3 no PVAT, contribuem para sua eficacia no
tratamento de pacientes com obesidade e hipertensdo arterial, proporcionando beneficios
vasculares e cardiometabolicos significativos. No entanto, ndo ha dados que evidenciem
os efeitos do nebivolol sobre a alteragdo do fenotipo anti-contratil do PVAT durante

quadro hipertensivo induzido pela obesidade.

2. Justificativa

A obesidade ¢ uma condicdo complexa associada ao aumento do risco
cardiovascular. Sua patogénese envolve diversos fatores, resultando em alteragdes
metabolicas e inflamatorias. Além do mais, a relacdo entre obesidade e hipertensdo
arterial ¢ de grande relevancia para a satide do individuo. Nesse contexto, o PVAT emerge
como uma estrutura de interesse na regulacao do tonus vascular e no desenvolvimento de
alteracdes cardiometabodlicas associadas a obesidade, uma vez que este pode contribuir
para a disfuncdo vascular e hipertensdo arterial em situagdes fisiopatologicas. No entanto,
a literatura ainda ¢ escassa acercados efeitos do nebivolol, um B-bloqueador de terceira
geracdo, sobre o PVAT durante a hipertensdo arterial secundéria a obesidade. Nesse
sentido, o estudo buscou entender o papel do PVAT na hipertensao arterial relacionada a
obesidade e o potencial terapéutico do nebivolol para preservar a funcdo vascular. A
hipotese deste trabalho foi de que a obesidade promoveria aumento da pressao arterial e
alteracdo do fenotipo anti-contratil do PVAT. O tratamento com nebivolol reduziria a
pressdo arterial e restauraria a acgdo anti-contratii do PVAT por mecanismos que

envolveriam reducao do burst oxidativo.



3. Objetivo

3.1. Objetivo geral

Investigar os mecanismos moleculares e celulares pelos quais o nebivolol pode

atuar sobre a disfun¢do do PVAT e como isso afeta a fungdo vascular durante a obesidade.
3.2. Objetivos especificos

= Investigar a associagdo entre a obesidade e o desenvolvimento da hipertensdo
arterial.

= Avaliar o efeito do tratamento com nebivolol sobre a disfun¢do vascular em
artérias desnudadas do PVAT ou com o PVAT intacto durante a obesidade.

= Investigar a participacdo do burst oxidativo na disfuncdo vascular associada a
obesidade e o papel do nebivolol nessa resposta.

= Avaliar a influéncia do nebivolol sobre a inflamacdo cronica e de baixa

intensidade induzida pela obesidade.



4. Meétodos

4.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar Hannover com idades médias entre 50 e 70 dias
(260-280 g) provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Os
ratos foram mantidos no Biotério de Manutencdo da EERP/USP com temperatura
controlada por ar condicionado tipo split (22-24 °C), ciclo automatico de claro/escuro de
12 horas (luzes acesas entre 06:00 e 18:00 horas) e livre acesso a agua (ou solugdo de
sacarose) e ragdo. Os ratos permaneceram em rack ventilada (modelo AL21, ALESCO,
Brasil) agrupados em 2 em mini-isoladores de polissulfona (modelo Ventlife, ALESCO,
Brasil) com area de 1.632 cm? (48 cm x 34 cm x 21 cm). A cama de maravalha foi trocada
3 vezes/semana. A desinfec¢cdo dos mini-isoladores foi feita com amdnia quaternaria e
hipoclorito de sddio. Os protocolos desse estudo estdo de acordo com as resolugdes
normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da EERP/USP
(protocolo n° 21.1.304.22.3).

4.2. Grupos experimentais:

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: 1) Controle: os
animais foram alimentados por 14 semanas com dieta padrdo Nuvilab® (Nuvital,
Colombo, Parand, Brasil) que possui densidade energética de 12,26 kJ/g; 2) Obeso: os
animais foram alimentados por 14 semanas com dieta altamente palatavel e com alto teor
de agticar que consiste (em peso): 33% de dieta padrao moida, 33% de leite condensado
Nestlé, 7% de sacarose € 27% de agua com densidade energética de 13,35 kJ/g *! e, além
disso, foi adicionado sacarose 100 mg/mL na agua do bebedouro; 3) Nebivolol: os
animais foram alimentados com dieta padrdo Nuvilab® por 14 semanas, sendo que nas
ultimas 4 semanas (semanas 10 a 14) receberam nebivolol (10 mg/kg/dia, gavagem). O
nebivolol foi solubilizado em solu¢do de carboximetilcelulose 0,25% °%; 4)
Obeso+nebivolol: os animais foram alimentados com dieta altamente palatavel por 14
semanas, sendo que nas ultimas 4 semanas (semanas 10 a 14) receberam nebivolol (10
mg/kg/dia, gavagem) e, além disso, foi adicionado sacarose 100 mg/mL na agua do
bebedouro (Figura 2). Os animais dos grupos Controle e Obeso receberam o veiculo do

nebivolol (10 mL/kg) por gavagem para simular administragao do fdrmaco.



A escolha do modelo de obesidade utilizando dieta hipercalorica altamente
palatavel foi baseada em estudo no qual foi descrito que o modelo ¢ o que mais se
assemelha a dieta ocidental em humanos °!. O periodo de tratamento com a dieta (10
semanas) foi determinado com base em estudo prévio em ratos Wistar Hannover **, no
qual foi demonstrado que apds 10 semanas de tratamento os animais desenvolveram perda
no efeito anti-contratil do PVAT periadrtico. Nesse sentido, o tratamento farmacoldgico
com o nebivolol foi iniciado ap6s 10 semanas de tratamento com a dieta hipercaldrica,
sendo o periodo de tratamento, bem como a dose e a via de administragdo baseados em

estudo anterior **

, no qual foi demonstrado que o nebivolol teve agdo benéfica em
parametros oxidativos, inflamatdrios além de cardioprotecdo e vasodilatagdo em animais

obesos que receberam dieta hiperlipidica.

Ao término do periodo experimental (14 semana), os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com uretana 1,25g/kg em solu¢do de 25% (5 mL/kg) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e mortos por exsanguina¢do seguida de rompimento do
diafragma. Para realizacdo dos experimentos funcionais foi coletado o 3° ramo de artérias
mesentéricas com ou sem PVAT. Para os experimentos bioquimicos foram utilizados o
leito arterial mesentérico (LAM) e o PVAT, que foram aliquotados e congelados a -80 °C
até a realizagdo de cada ensaio. A escolha da regido estudada se sustenta em achados da

literatura, que relataram o envolvimento de artérias de resisténcia no controle da pressdo

arterial *°.
OBESO Carboximetilcelulose 0,25%
ou Nebivolol (10 mg/kg)
Semanas [ | o
Controle Obeso Controle Obeso
1 10 14
Veiculo Nebivolol
Dieta hipercaldrica
CONTROLE Carboximetilcelulose 0.25% 33% (em peso) de dieta padrdo moida, 33% leite
ou Nebivolol (10 mg/kg) condensado Nestlé, 7% agicar e 27% dgua
Semanas | n Acticar 100 mg/mL

1 10 14 v

Dieta padrio



Figura 5. Modelo experimental. Os animais receberam por periodo de 10 semanas dieta padrdo (grupo
Controle) ou dieta hipercalorica (grupo Obeso) que consiste (em peso): 33% de dieta padrdo moida,
33% de leite condensado Nestlé, 7% de sacarose e 27% de agua (densidade energetica de 13,35 kJ/g). Ao
término das 10 semanas, parte dos animais de ambos os grupos foi tratada com nebivolol (10 mg/kg/dia,
gavagem) por 4 semanas. Os experimentos funcionais foram realizados em artérias mesentéricas com e
sem PVAT ao término do periodo experimental (14 semana). Sangue, artéria mesentérica e PVAT do
leito arterial mesentérico foram coletados para realizacdo de avaliagoes bioquimicas.

4.3. Perfil nutricional, metabdlico e endocrino:

O peso dos animais e consumo de ra¢ao (gramas) e liquido (mL) foram avaliados
semanalmente. Para isso, foi feita uma estimativa calculada por média, considerando que
os animais estavam agrupados em pares por caixa. Como a obesidade ¢ definida como
uma quantidade excessiva de gordura corporal em relagdo a massa magra, um indice de
adiposidade foi considerado a partir da soma de diversas camadas adiposas. A gordura
corporal total (GCT) foi medida pela soma dos pesos individuais das camadas adiposas:
epididimal, retroperitoneal e mesentérica. O indice de adiposidade foi calculado pela
razao: [(gordura corporal total/peso corporal final) x 100]. Foram avaliadas as
concentragdes plasmaticas de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL,
creatinina, Na* e K* (Labtest Diagnostica SA, Brasil, cod. 133, 87, 76, 13, 35, 124, 125,
respectivamente). Foi feito o jejum de 12 horas para a coleta do sangue dos animais com

base em estudo prévio 3.
4.4.Avaliacdo da pressao arterial e frequéncia cardiaca:

A pressdo arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca foram avaliadas
semanalmente em ratos acordados, pela técnica ndo invasiva de pletismografia de cauda
(Plestismografo - EFF 306 - Insight, Brasil). Antes das medidas, os animais foram
submetidos a adaptacdo no equipamento, onde foram realizadas afericdes da pressdao
arterial nos 3 dias que antecediam o inicio da coleta até se obter 3 afericdes em que os
animais estivessem estaveis durante todo o processo. Apds a adaptacao, as medidas foram
registradas com base na média de 3 aferi¢cdes estaveis de PAS e frequéncia cardiaca. O
procedimento consistiu em um aquecimento prévio dos animais em uma caixa com
temperatura média de 37 °C por 15 minutos. Apds o aquecimento, 0s niveis pressoricos
dos ratos foram determinados por meio de oclusor, o qual foi ajustado a porgao proximal
da cauda e acoplado a um transdutor pneumatico caudal elétrico conectado a um sistema
de transducdo. Os resultados da PAS estdo expressos em mmHg e da frequéncia cardiaca

em bpm.



4.5. Estudo funcional da reatividade vascular em artéria mesentérica:

Experimentos funcionais foram conduzidos no 3° ramo de artérias mesentéricas
com endotélio intacto na presenca ou auséncia de PVAT [PVAT(+) e PVAT(-),
respectivamente]. Os anéis foram transferidos para um midgrafo (Mulvany—Halpern
modelo 610M; DanishMyo Technology, Copenhagen, Dinamarca) e os dados foram
obtidos utilizando um PowerLab 8/SP (ADInstruments, Castle Hill, Australia). Os anéis
foram mantidos em temperatura constante de 37 °C e gaseificados com mistura
carbogénica (95% Oz e 5% CO;) em solugdo de Krebs modificado cuja composi¢do ¢ (em
mmol/L): 130 NacCl, 4,7 KCl, 14,9 NaHCO;3, 1,18 KH>PO4, 1,17 MgS04.7H>0, 5,5
glucose, 1,56 CaCl>.2H>0 e 0,026 EDTA.

4.5.1. Normalizacdo

O objetivo do procedimento de normalizacdo € definir a circunferéncia interna de
um segmento vascular na qual o desenvolvimento maximo de forca ocorre (IC 1). Para
alcangar esse objetivo, ¢ determinada a circunferéncia interna (IC 100) que o segmento
vascular teria quando completamente relaxado a uma pressdo transmural especifica. No
caso das artérias mesentéricas de resisténcia, a pressao transmural alvo ¢ de 100 mmHg,

o que corresponde a 13,3 kPa (Mulvany e Halpern, 1977).

Apo6s um periodo de aquecimento dos segmentos vasculares por 15 minutos em
uma solucdo de Krebs modificado, gaseificada com 95% Oz e 5% CO», os anéis
vasculares foram distendidos gradualmente, e as medidas da distancia entre os dois fios
(em pm) e da forga aplicada foram registradas em intervalos regulares. Utilizando um
programa de normalizacdo (DMT Normalization Module, ADInstruments, Austrélia), a
circunferéncia interna foi calculada com base na distancia entre os dois fios € no didmetro
desses fios, enquanto a tensao na parede (em mN/mm) foi obtida dividindo-se a for¢a pelo
comprimento da parede (duas vezes o comprimento do segmento vascular). A partir da
equacao de Laplace [P = tens@o na parede / (circunferéncia interna / (2m))], foi possivel
estimar a pressdo necessaria para distender o segmento vascular em cada circunferéncia

interna calculada.

A IC100 foi determinada ajustando a equagdo de Laplace a curva gerada pela
tensdo na parede do vaso em fung¢do da circunferéncia interna. A IC1 foi entdo calculada

a partir da IC100 utilizando a formula IC1 = 0,90 x IC100, resultando em uma



circunferéncia interna na qual a producao de forca ativa e a sensibilidade do segmento a
agonistas atingem seu maximo. O didmetro interno normalizado foi obtido dividindo-se

a ICI por m.

4.5.2. Protocolo experimental

A contracdo induzida por KCI (60, 90 e 120 mmol/L) foi determinada em
preparagdes com ou sem PVAT com a finalidade de avaliar aintegridade do musculo
liso. A integridade do endotélio foi testada pelo relaxamento induzido pela acetilcolina

(10 umol/L) sobre contracdo mantida com fenilefrina (3 pmol/L).

Curvas de concentragdo-resposta para fenilefrina (10 nmol/L - 10 umol/L) foram
determinadas nas artérias PVAT(+) e PVAT(-). Para avaliacdo do envolvimento do
aumento do estresse oxidativo sobre a fun¢do vascular, foram feitas curvas de resposta a
concentragdo para fenilefrina em artérias pré-incubadas por 30 min com tiron (1 mmol/L,
sequestrador de O27) e com L-NAME (100 umol/L, inibidor ndo seletivo da NOS). A

concentragdo do inibidor foi escolhida com base em trabalhos anteriores 77,

A partir das curvas concentragdo-resposta, foram determinados por regressao nao
linear o valor de pD2 que consiste no logaritmo negativo da concentra¢do molar do agente
vasoativo que promove 50% do efeito maximo (ECso), bem como os respectivos efeitos

maximos (Emax), que foram expressos em mN/mm.
4.6. Determinacdo do balanco redox no PVAT e LAM:

4.6.1. Determinacdo da geracgdo de O™

Os tecidos foram homogeneizados em tampdo fosfato pH 7,4 (20 mmol/L de
KH>PO4, 1 mmol/L de EGTA e 150 mmol/L de sacarose). A reagdo foi iniciada pela
adi¢do do substrato NADPH (0,1 mmol/L) a uma suspensdo (com volume final de 250
pL) contendo amostra (50 uL), lucigenina (5 pumol/L) e tampao fosfato pH 7,4. Os valores
de luminescéncia foram obtidos a partir da subtra¢do do valor basal (obtido pela medida
da amostra, tampao fosfato mais lucigenina) pelo valor obtido ap6s adigdo de NADPH.
Foram realizados 30 ciclos de leitura em um luminometro Orion II (Berthold detection
systems, Pforzheim, Alemanha). Em todos os protocolos experimentais, o conteudo
proteico das amostras foi analisado pelo método de Lowry (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA). Os resultados foram normalizados pela concentragio proteica de

cada amostra e expressos como URL (unidades relativas de luz)/mg de proteina.



4.6.2. Determinacdo da atividade da SOD:

Os tecidos foram homogeneizados em PBS pH 7.4, sendo o homogenato
centrifugado a 4.000 rpm, 4 °C por 12 min. Em seguida, 20 pL de sobrenadante foram
adicionados a placa para iniciar a reagdo com o tetrazolio (solugdo de trabalho) (#19160,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Quanto menor a atividade da SOD, maior a
concentragdo de O na amostra, que por sua vez reagiu com o tetrazolio levando a
formagdo do formazam, que possui coloracao amarela. Os resultados foram normalizados
pela concentracdo proteica de cada amostra e estdo expressos em % de inibicdo, ou seja,

a capacidade da SOD em inibir a rea¢do do O™ com o tetrazolio.

4.6.3. Avaliacdo da concentracdo de H>0;:

A concentracdo extracelular de H>O; foi avaliada por fluorimetria (Aexcitagao 571,
Aemissio 985 nm) em homogenatos seguindo as especificagdes do fabricante do kit
Amplex®Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (#A22188, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA). Os tecidos foram homogeneizados em solugdo de Krebs (mmol/L): NaCl 130;
KCl1 4,7; KH2PO41,18; MgSO4 1,17; NaHCO314,9; Glicose 5,5; CaClz 1,6; pH 7,4). O
homogenato obtido foi centrifugado (10.000 x g, 4 °C, 5 min). Para a montagem da placa,
a cada 50 pL do sobrenadante obtido foi adicionado 50 pL de solucdo composta pelo
reagente Amplex®Red (10-acetil-3,7-diidroxiphenoxazine). Uma curva padrdo de H>O>
foi construida e os valores de concentragdo obtidos nas amostras estdo expressos em

nmol/L/mg proteina.

4.6.4. Determinacdo da atividade da catalase:

Os tecidos foram homogeneizados com tampao fosfato pH 7,2 e centrifugadas a
5.000 g por 10 minutos a 4 °C. Apds a centrifuga¢do, 50 pL. das amostras foram
adicionadas em microtubos contendo 20 pL de H>O; em cada tubo. Apos 10 min de
incubacdo a temperatura ambiente, transferimos 50 pLL das misturas de amostras, branco
ou padroes de H,O» para eppendorfs contendo 950 pL de reagente FOX 1, preparado com
1 mL da solugdo 1 (91,2 mg de laranja de xilenol e 117,6 mg de sulfato ferroso de amonio
em 120 mL de H2SO4 250 mM) em 9 mL da solugdo 2 (29,1 mg de BHT em 30 mL de
metanol). A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e, entdo, lida em
espectrometro a 560 nm. Os resultados foram normalizados pela concentragdo proteica

de cada amostra e comparados com uma curva padrao de H>O».



4.6.5. Determinacdo da concentracdo de malonaldeido (MDA):

Os tecidos foram homogeneizados em tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,4 e amostras
de sangue foram coletadas e centrifugadas (1.600 x g, 10 min, 4 °C). Em seguida, 100 pL.
de amostra foi transferido para microtubos de 1,5 mL aos quais foram posteriormente
adicionados 100 pL de 4gua Milli-Q®, 100 puL de dodecil sulfato de sodio (SDS 8,1%),
350 pL de tampao acido acético pH 3,5 e 350 puL de acido tiobarbitarico 0,6%. Uma curva
padrdao de malondialdeido (MDA) foi preparada a partir de volumes crescentes de MDA
(0,03 mM) sendo as concentragdes finais de 22,5, 15, 7,5, 3,75 ¢ 0 mol/L. Em seguida as
amostras foram deixadas em banho de aquecimento (95 °C, 1 h) e em seguida
centrifugadas (1.600 x g, 10 min, 4 °C). 150 uL do sobrenadante foi transferido para uma
microplaca de 96 pocgos e a concentracdo de MDA foi determinada colorimetricamente
em comprimento de onda de 532 nm utilizando a curva para MDA como referéncia. Os
resultados dos tecidos e do plasma foram expressos em nmol/mg de proteina e nmol/mL,

respectivamente.
4.7. Avaliacdo da via nitrérgica no PVAT e LAM:

4.7.1 Determinacdo da concentracdo de nitrito (NO>x):

Os tecidos foram homogeneizados em PBS e centrifugados (10.000 x g, 10 min,
4 °C) e amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas (16000 x g, 10 min, 4 °C).
Apos centrifugacao, 50 pL do sobrenadante foi transferido para placa de 96 pogos onde
posteriormente foi adicionado 50 pL do reagente de griess (5% de H3PO4; 0,2% de N-
(1-Naphthyl)Ethyl-Enediamine e 2% de sulfanilamida) e apds 10 min a placa foi lida no
comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo de nitrito foi determinada a partir de
uma curva padrdo com concentragdes finais de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 0
umol/L. Os resultados dos tecidos e do plasma foram expressos em pmol/mg de proteina

e umol/mL, respectivamente.

4.8. Avaliagao inflamagdo no PVAT e LAM:

4.8.3. Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO):
A quantificagdo do acumulo de neutrofilos foi avaliada pela determinagdo da
atividade da enzima MPO. As amostras foram homogeneizadas em tampao EDTA-

fosfato de sodio (NaCl 0,1 mol/L; NaPO4 0,02 mol/L; Na,EDTA 0,015 mol/L, pH 4,7),



agitadas vigorosamente, e centrifugadas a 9.600 x g por 10 min e 4 °C. O sedimento foi
ressuspendido em solugdo de lise hipotdnica (NaCl 0,2% e NaCl 1,6% com glicose 5%)
e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento solubilizado em
tampao fosfato de sdédio 0,05 mol/L (pH 5,4), contendo 0,5% brometo de hexa-1,6-bis-
deciltrimetilaménio (HTAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), detergente ionico
importante para a solubilizacdo da MPO, facilitando sua extragdo. As amostras passaram
por trés ciclos de congelamento-descongelamento em nitrogénio liquido. Posteriormente,
as suspensdes foram centrifugadas (9.600 g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante utilizado para
a medida da atividade da MPO. O ensaio foi realizado pela adi¢ao de 25 pL das amostras
a 25 pL de substrato 3,3°,5,5°- tetrametilbenzidina (TMB 1,6 mmol/L, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EU A), que foram incubados a 37 °C por 5 min. Em seguida, 25 pL de H>O>
0,002% foram adicionados a placa, e novamente incubada a 37 °C por 5 min. A reagdo
foi paralisada pela adi¢do de 25 pL de H2SOs4 4 mol/L. A leitura foi realizada em
comprimento de onda de 450 nm em espectrofotdmetro. A atividade da MPO foi expressa

como unidades relativas D.O./mg de proteina.

4.8.2. Determinacdo da atividade da N-acetilglucosaminidase (NAG):

A quantifica¢do do acumulo/ativagdo de macrofagos teciduais foi avaliada pela
determinagdo da atividade da enzima NAG (unidades relativas D.O./mg de proteina) no
PVAT e LAM. As amostras foram homogeneizadas em tampao EDTA-fosfato de sodio
(NaCl 0,1 mol/L; NaPO4 0,02 mol/L; Na,EDTA 0,015 mol/L, pH 4,7), agitadas
vigorosamente e centrifugadas (9.600 x g, 10 min, 4 °C). O sedimento foi ressuspendido
em solucdo de lise hipotonica (NaCl 0,2% e NaCl 1,6% com glicose 5%) e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento solubilizado em salina triton
0,1%. Posteriormente, as suspensdes foram centrifugadas (9.600 x g, 15 min, 4 °C) e o
sobrenadante foi utilizado para a medida da atividade da NAG. O ensaio foi realizado
pela adicdo de 100 pL das amostras a 100 pL de substrato 4-nitrofenil N-acetil-p-D-
glicosaminida (#N9376, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que foram incubados a 37
°C por 10 min. Em seguida, 100 uL de tampao glicina 0,2 mol/L foram adicionados a

placa. A leitura foi realizada em espectrofotometro (405nm).



4.8.3. Citometria de fluxo

O PVAT e LAM foram coletados em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute) e posteriormente a digestdo foi feita usando colagenase tipo II (1,0 mg/mL) e
DNAse (0,25 U/mL) a 37 °C, sob rotacao de 200 rpm por 45 min. Em seguida, as amostras
foram filtradas em filtro de 40 um (#22-363-547, Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
e lavadas 3 vezes com meio RPMI-1640. As amostras foram novamente centrifugadas a
8.000 rpm por 2 min e ressuspendidas em 1 mL de RPMI-1640. A quantidade de células
totais foi contada em camara de Neubauer. Posteriormente foi adicionado o BD
FeBlock™ (#564220, BD Biosciences) por 15 min a temperatura ambiente para evitar
ligagdes ndo especificas dos anticorpos. Por fim, um total de 1x10° células foi marcado
com um mix de anticorpos especificos para detec¢do de macrofagos: Pacific Blue™anti-
rat CD45 (#202225, Biolegend), rat anti-rt1B percep MAB (#557016, BD Bioscience),
rat anti-CD3 FITC MAB (#557354, BD Bioscience), cam/rat anti-TNF PE MAB
(#559503, BD Bioscience), APC Mouse Anti-Rat CD11b (#562102, BD Bioscience). A
aquisicdo do sinal das células marcadas e ativadas por fluorescéncia foi obtida em
citometro de fluxo e os dados foram analisados pelo software FlowJo (FlowJo LLC,

Oregon, EUA).
4.9. Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média (EPM).
Andlise da PAS e frequéncia cardiaca foi realizada a partir de medidas repetidas. Analise
de variancia de duas vias (two-way ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni foi
realizada para detectar as diferencas entre os valores em estudo. P<0,05 foi considerado
significativo. As andlises foram realizadas usando o programa GraphPad Prism§

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).



Consumo médio (g)

5. Resultados

5.1. Perfil nutricional e caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por

dieta hipercalorica

5.1.1. Avaliagdo do consumo de ragdo e liquido

Inicialmente, avaliamos o padrdo de consumo de racdo e liquido ao longo do
tratamento para o acompanhamento da evolug¢do do peso dos animais. Nesse sentido, foi
feita a avaliacdo do consumo médio de ragdo e 4gua semanalmente durante as 14 semanas
de tratamento. Conforme observamos na Figura 6A, os animais que receberam a dieta
hipercalorica apresentaram maior consumo médio de ra¢do nas trés primeiras semanas de
tratamento, no entanto, ao decorrer do tratamento o consumo médio de ragdo foi
equiparavel ao de animais mantidos com dieta padrdo. Em contrapartida, vemos na Figura
6B que o consumo médio de liquido foi maior em animais tratados com dieta
hipercalorica se comparado a animais tratados com dieta padrdo. Em ambos os casos, o

tratamento com nebivolol ndo exerceu influéncia sobre os parametros analisados.
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Figura 6. Avalia¢do do consumo de ragdo (A) e liquido (B). Cada ponto representa a média semanal +
E.P.M de n=8-16 animais por grupo. *Comparado aos grupos controle e nebivolol (p<0,05, two-way

ANOVA seguida por Bonferroni).



5.1.2. Evolugdo da massa e ganho de massa total

O excesso de peso, muitas vezes em decorréncia do balanco energético positivo,
¢ o primeiro marcador para o diagndstico da obesidade. Nesse sentido, avaliamos
semanalmente a massa dos animais durante as 14 semanas de tratamento. Conforme
observamos na Figura 7A, os animais que receberam a dieta hipercaldrica apresentaram
maior ganho de massa desde a terceira semana de tratamento, tendéncia essa que se
manteve até o final da 14* semana. A partir desses dados, observamos que animais dos
grupos obeso e obeso + nebivolol apresentaram ganho de massa cerca de 30% maior em
compara¢do a animais do grupo controle (Figura 7B). Além disso, a capacidade de
conversao das calorias da dieta em massa, a chamada eficiéncia alimentar, foi maior em
animais submetidos a dieta hipercaldrica se comparada a animais submetidos a dieta
padrdo (Figura 7C). Em todos os casos, o tratamento com nebivolol ndo exerceu

influéncia sobre os parametros analisados.
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5.1.3. Avaliacdo da hipertrofia de tecidos adiposos e indice de adiposidade

O principal sinal da obesidade ¢ o excesso de gordura corporal, o que aumenta o
risco a problemas graves de saude. Nesse sentido, ao final da 14* semana de tratamento
foram coletados os depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e mesentérica para a
avaliagdo da hipertrofia desses tecidos adiposos. Observamos que o consumo da dieta
hipercalorica promoveu maior hipertrofia dos tecidos adiposos epididimal (Figura 8A),
retroperitoneal (Figura 8B) e mesentérico (Figura 8C). Em consequéncia, animais
tratados com a dieta hipercalérica apresentaram maior indice de adiposidade em
comparac¢do a animais tratados com dieta padrao (Figura 8D). No entanto, o tratamento
farmacoldgico com o nebivolol ndo reverteu nenhum desses pardmetros, evidenciando

que o farmaco estudado nao exerce funcao sobre o peso e excesso de gordura dos animais.
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Figura 8. Efeito da dieta hipercalorica sobre os tecidos adiposos epididimal (4), retroperitoneal (B),
mesentérico (C) e o indice de adiposidade (D). Os resultados sdo apresentados como a média + EPM de
n=35-8 animais por grupo. *Comparado aos grupos controle e nebivolol (p<0,05, two-way ANOVA
seguida por Bonferroni).



5.1.4. Evolugdo da PAS e frequéncia cardiaca

Conforme mencionado anteriormente, a obesidade ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento de diversas doencas cardiovasculares, como a hipertensdo arterial, por
exemplo. Nesse sentido, o acompanhamento da PAS dos animais foi feito semanalmente
durante as 14 semanas de tratamento. Conforme observamos na Figura 9A, os animais
que receberam a dieta hipercalorica apresentaram elevacao na PAS a partir da 10* semana
de tratamento, resultado esse que se manteve até o final da 14* semana. Além disso,
observamos também que os animais tratados com dieta hipercalorica apresentaram
aumento na frequéncia cardiaca a partir da 10* semana, sendo essa elevagdo persistente
até o final do tratamento (Figura 9B). Como esperado, o tratamento com nebivolol foi
capaz de reverter o aumento da PAS e frequéncia cardiaca induzidos pelo modelo

experimental de obesidade.
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Figura 9. Efeito da obesidade sobre a PAS, frequéncia cardiaca e correlagdo entre massa corporea e
pressdo arterial sistolica. Foi utilizada pletismografia caudal para avaliagdo da PAS (A) e frequéncia
cardiaca (B) e posterior correlagdo da massa-PAS (C). Os resultados sdo apresentados como a media +
EPM de n=12-16 animais por grupo. *Comparado aos grupos controle e nebivolol (p<0,05, two-way
ANOVA seguida por Bonferroni).



5.1.5. Avaliacao do perfil lipidico

Além do excesso de peso e hipertensdo arterial, a dislipidemia compoe a lista de
fatores associados ao desenvolvimento da sindrome metabdlica. Nesse sentido, para
avaliar se 0 modelo experimental de obesidade induz o quadro de dislipidemia, ao final

da 14* semana de tratamento o plasma foi coletado para avaliagdo do perfil lipidico.

Na Figura 10, observamos que o consumo da dieta hipercalorica promoveu
reducdo do colesterol HDL (Figura 10A), aumento do colesterol LDL (Figura 10B),
aumento do colesterol total (Figura 10C) e aumento dos niveis de triglicérides (Figura
10D). Embora o tratamento farmacoldgico com nebivolol nao tenha revertido a reducdo

do colesterol HDL, a terapia medicamentosa foi eficaz em reverter as demais alteragdes

do perfil lipidico.
A B ] Controle
60—, HDL 60— LDL B Obeso
~ o ~
3 » - 3 ok
o S
2 4l B e * 2 4 :
l% ‘% 8 oo
g 5 + 5
g5 20 5 20
Q Q o
= =
) )
O O
0 0
Veiculo Nebivolol Veiculo Nebivolol
C D
120 Colesterol total 240 Triglicérides
o~ sk —~ sk
% . % 180~ o
\E/ 80 o °o \E/ ° 2 °
’§ ° % ‘§ 120 J'L
=] ) =]
g g o0
Q Q
0 0
Veiculo Nebivolol Veiculo Nebivolol

Figura 10. Avaliagdo do perfil lipidico dos animais. Ao final do tratamento foi avaliado o colesterol
HDL (A), colesterol LDL (B), colesterol total (C) e triglicérides (D). Os resultados sdo apresentados
como a média = EPM de n=5-8 animais por grupo. *Comparado aos grupos controle e nebivolol;
**Comparado aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol. (p<0,05, two-way ANOVA seguida por
Bonferroni).



5.1.6. Avaliacao do perfil glicémico e func¢do renal

Outro fator associado ao desenvolvimento da sindrome metabolica é o nivel
elevado de acticar no sangue. Portanto, a glicemia foi avaliada no plasma de animais ap6s
jejum de 12 horas. Na Figura 11A observamos que o tratamento com dieta hipercalérica
ndo promoveu alteragdo na glicemia dos animais e o nebivolol ndo teve participagdo nesse

parametro.

Além dos impactos cardiometabolicos induzidos pela obesidade apresentados,
evidéncias da literatura indicam uma relagao direta entre a obesidade ¢ o desenvolvimento
de doenga renal cronica. Nesse sentido, para avaliar a correlacdo entre a obesidade e
disfun¢@o renal, quantificamos os niveis plasmaticos de Na*, K* e creatinina para
inferéncia sobre a funcdo renal. Nas Figuras 11B-D observamos que o consumo da dieta
hipercalorica aumentou os niveis plasmaticos de todos os pardmetros analisados,
demonstrando que o impacto direto da obesidade sobre a fung¢do renal, e que o tratamento

farmacoldgico com o nebivolol reverteu essas alteragdes.
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Figura 11. Efeito da obesidade sobre os niveis plasmaticos de glicemia, sodio, potassio e creatinina. Os
resultados sdo apresentados como a média + EPM de n=6-8 animais por grupo. *Comparado aos grupos
controle, nebivolol e obeso+nebivolol (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).
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5.2. Estudo funcional da reatividade vascular em artérias mesentéricas

5.2.1. Efeito da obesidade sobre a contragdo vascular induzida pelo KCI

Apos validar nosso modelo de obesidade, nosso primeiro objetivo foi confirmar
que a obesidade pode causar disfungdo vascular e investigar se o tratamento com
nebivolol poderia reverter essa alteragdo. Utilizamos preparacdes de artérias mesentéricas

em midgrafos de arame, com ou sem o PVAT.

Nas artérias com PVAT, a obesidade aumentou a resposta contratil ao KCl, e o
tratamento com nebivolol reverteu essa resposta (Figura 12A). No entanto, nas artérias
sem PVAT, a obesidade ndo afetou a resposta contratil ao KCI (Figura 12B). Isso
confirma que a obesidade de fato prejudica a fungcdo do PVAT, levando a uma perda do
seu efeito anti-contratil e a aquisicio de um efeito pro-contratil. Além disso,

demonstramos que o tratamento com nebivolol pode reverter essa mudanga funcional do

PVAT.

[] Controle

B [ Obeso

g PVAT(+) g PVAT(-) 75 Nebivolol

Obeso + Nebivolol

E

E 6

2

&

E

=

3

@]

[KCI] mmol/L [KCI] mmol/L

Figura 12. Efeito da obesidade e nebivolol na contrag¢do vascular induzida por KCI em artérias
mesentéricas com [PVAT(+)] e sem [PVAT(-)] PVAT. Os resultados sdo apresentados como a média +
EPM de n=>5-7 animais por grupo. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol
(p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



5.2.2. Efeito da obesidade sobre a contragdo vascular induzida pela fenilefrina

Em seguida, investigamos a resposta contratil das artérias mesentéricas a
fenilefrina, considerando a presenca ou auséncia do PVAT. No grupo controle, a retirada
do PVAT resultou em aumento na poténcia e na resposta méaxima a fenilefrina,
evidenciando o papel anti-contratil do PVAT (Figura 13A). Por outro lado, em animais
obesos, as artérias com PVAT apresentaram uma curva semelhante as artérias sem PVAT
do grupo controle, além de uma resposta maxima ainda maior. Isso sugere que, na
obesidade, o PVAT ndo apenas perde seu efeito anti-contratil, mas também adquire
caracteristicas pro-contrateis. Entretanto, ao examinarmos as artérias de animais obesos
tratados com nebivolol (Figura 13B), observamos a restauracdo do padrao de resposta. O
tratamento com nebivolol conseguiu reverter o efeito anti-contratil perdido do PVAT
devido a obesidade. Na Tabela 1 estdo representados os valores de Emax € pD2 para a

fenilefrina em artérias PVAT (-) e PVAT (+).
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Figura 13. Efeito da obesidade e nebivolol na contracdo induzida pela fenilefrina em artérias
mesentéricas sem [PVAT(-)] e com [PVAT(+)] PVAT. Os resultados sdo apresentados como a média +
EPM de n=>5-7 animais por grupo. *Corresponde a altera¢do de Emnax, **Corresponde a alteracdo de pD:
(p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



Tabela 1. Valores de Emax (mN/mm) e pD2 para fenilefrina em artérias mesentéricas na
auséncia [PVAT (-)] e presenca [PVAT (+)] do PVAT.

PVAT (-) PVAT (+)

Emax pD2 Emax pD:2
Controle 6,31 0,32 (6) 5,9+ 0,12 5,6+0,4(7) 50+0,1
Obeso 5,7+ 0,42 (5) 6,0 +0,1° 8,1 +0,8°(7) 5,6+ 0,1°
Nebivolol 6,005 (8)  58+0,1°  49+04(7)  4,6+0,1

Obeso + Nebivolol 5,5+ 0,82 (6) 5,9+0,1° 4,0+ 0,2 (6) 5,1+ 0,1

Os valores representam a média + EPM dos diferentes grupos experimentais, os numeros entre
parénteses representam o n de cada grupo experimental; “Comparado ao respectivo grupo PVAT(+),
bComparado aos grupos controle e obeso+nebivolol PVAT(+) (p<0,05, two-way ANOVA seguida por

Bonferroni).



5.2.3. Papel das ERO na disfuncdo vascular em artérias mesentéricas

Em relacdo aos fatores pro-contrateis originados do PVAT e associados ao
aumento da resposta contratil na obesidade, destaca-se o papel do O,". Essa espécie
também desempenha um papel na perda do efeito anti-contratil do PVAT em outras
situagdes fisiopatologicas. Utilizamos o tiron como ferramenta para neutralizar o O™ e

investigar seus efeitos.

Observamos que o sequestro do O>™ pelo tiron restaurou a resposta maxima de
contragdo e a poténcia da fenilefrina em artérias com PVAT de animais obesos, mas ndo
teve efeito significativo nas preparagdes sem PVAT (Figuras 14A-B). Isso sugere que o
aumento da producdo de Oz pelo PVAT em animais obesos contribui para a disfungdo

do PVAT associada a obesidade.

Por outro lado, nas artérias de animais obesos tratados com nebivolol, a incubagao
com tiron manteve um perfil de contracdo similar ao das artérias de animais alimentados
com dieta padrdo, tanto com quanto sem PVAT. Esse resultado sugere que o nebivolol
pode atenuar os efeitos negativos do aumento do O>"™ no PVAT associado & obesidade

(Figuras 14C-D).

Na Tabela 2 estao representados os valores de Emax € pD> para a fenilefrina em

artérias PVAT(-) e PVAT (+) na presenga do tiron, respectivamente.

Dentre as fontes produtoras de O,™, destaca-se o complexo da NADPH oxidase,
uma vez que este ¢ o Unico sistema cujo foco ¢ a produ¢do do O,". Para avaliar esse
sistema, usamos o método da quimioluminescéncia da lucigenina. Quando o O2™ ¢
produzido, ele interage com a lucigenina, gerando luz. Para identificar a participagdo da
NADPH oxidase nesse processo, adicionamos NADPH, que faz com que a reacdo ocorra

mais pela via da NADPH oxidase do que por outras fontes de superoxido.

Nesse sentido, observamos que a obesidade aumentou a quimioluminescéncia da
lucigenina, tanto no PVAT, quanto no LAM. Essas respostas foram revertidas pelo
tratamento com o nebivolol (Figuras 14E-F). Assim, durante a obesidade ¢ observada
uma maior atividade do complexo da NADPH oxidase, aumentando a produgdo de O>™.
No entanto, o tratamento com o nebivolol é capaz de reverter essa producdo aumentada

do radical aniénico, evidenciando seu efeito antioxidante.
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Figura 14. Efeito da obesidade e nebivolol na contra¢do induzida pela fenilefrina em artérias
mesentéricas de ratos sem [PVAT(-)] e com [PVAT(+)] PVAT na presenca do tiron (1 mmol/L) e a
produgdo de O2" no PVAT e LAM. Os resultados sdo apresentados como a média + EPM de n=5-7

animais por grupo. *Corresponde a alteracio de Enax; **Corresponde a alteragdo de pD:; 'Comparado
aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



Tabela 2. Valores de Emax (mN/mm) e pD2 para fenilefrina em artérias mesentéricas na
auséncia [PVAT (-)] e presenca [PVAT (+)] do PVAT na presenga do Tiron.

PVAT (-)
Inibidor ausente Tiron (1 mmol/L)
Emax pD2 Emax pD2
Controle 6,3+ 0,3 (6) 5,9+ 0,1 7,0 £ 0,5 (7) 5,9+0,1
Obeso 5,7£ 0,4 (5) 6,0 £0,1 6,1 £0,4 (6) 6,1+ 0,1
Nebivolol 6,0+ 0,5 (8) 5,8+ 0,1 5,8+ 0,4 (6) 6,0 £ 0,1

Obeso + Nebivolol 5,5+ 0,8 (6) 59+0,1 5,7+ 0,8 (5) 57+0,1

PVAT (+)
Inibidor ausente Tiron (1 mmol/L)
Emax pD2 Emax pD2
Controle 5,604 (7) 5,0%0,1 5,1£0,8(7) 5,4 0,1
Obeso 8,1 +0,8(7) 5,6+ 0,1° 6,3+0,9 (5) 5,5%0,1
Nebivolol 4,9+0,4(7) 4,6 £0,1° 4,6 £ 0,5 (5) 4,7+0,1°

Obeso + Nebivolol 4,0+ 0,2 (6) 5,1£0,1 4,9+ 0,4 (5) 4,6+ 0,2°

Os valores representam a média + EPM dos diferentes grupos experimentais, os numeros entre
parénteses representam o n de cada grupo experimental; ‘Comparado aos grupos controle, nebivolol e
obeso+nebivolol PVAT (+). ®“Comparado ao grupo controle PVAT (+). (p<0,05, two-way ANOVA
seguida por Bonferroni).



5.2.3.1. Determinacado da atividade total da SOD

Para controlar os niveis de O>", o organismo dispde de trés isoformas da SOD,

enzimas responsaveis pela dismutacdo do O>", convertendo-o a uma espécie neutra e ndo

radicalar, o H>O».

Nesse sentido, avaliamos a atividade total dessas enzimas utilizando um kit

colorimétrico. Nossos achados apontam que, enquanto no PVAT a atividade da SOD se

manteve inalterada apos, tanto a inducdo de obesidade, quanto o tratamento com o

nebivolol (Figura 15A), no LAM, a obesidade reduziu a atividade da SOD. Além disso,

o tratamento com o nebivolol aumentou a atividade nos animais que receberam dieta

padrdo e normalizou a atividade nos animais obesos (Figura 15B).
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Figura 15. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a atividade da SOD no PVAT e LAM. A atividade da
SOD foi avaliada no PVAT (A) e no LAM (B) colorimetricamente. Os resultados sdo apresentados como
a média £ EPM de n=>5-7. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol; **Comparado
aos grupos controle, obeso e obeso+nebivolol (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



5.2.3.2. Determinacado dos niveis de H>O;

Como mencionado anteriormente, o produto da dismutagdo do O™ ¢ o H>O», uma
espécie neutra e ndo radicalar. Vale ressaltar também que o H>O, também ¢ uma espécie
vasoativa e que, a depender da concentragao e leito vascular analisado, pode desempenhar
papel vasorrelaxante ou contratil. Para avaliar os niveis dessa espécie, utilizamos um kit
fluorimétrico e observamos que a obesidade reduziu os niveis de H>,O» e o tratamento com
nebivolol restaurou aos niveis basais no PVAT (Figuras 16A). Por outro lado, no LAM a
obesidade ndo alterou os niveis de H>O> e o tratamento com nebivolol aumentou a

concentragdo dessa espécie em animais alimentados com dieta padrao (Figura 16B).
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Figura 16. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre os niveis de H202 em PVAT e LAM. Os niveis de H20:
foram avaliados no PVAT (A) e no LAM (B) por fluorimetria utilizando substrato fluorogénico. Os
resultados sdo apresentados como a média £ EPM de n=>5-8. *Comparado aos grupos controle,
nebivolol e obeso+nebivolol; **Comparado aos grupos controle, obeso e obeso+nebivolol (p<0,05, two-
way ANOVA seguida por Bonferroni).



5.2.3.3. Determinacado da atividade da catalase

A estabilidade do H»>0; faz com que essa ERO tenha um tempo maior de
circulagdo pelo organismo se comparada ao O;™. Para controlar os niveis dessa espécie,
o organismo dispde de peroxidases, sendo a catalase uma das enzimas que converte o

H>0; em H,0 e Os.

Nesse sentido, avaliamos a atividade enzimatica da catalase e observamos que no
PVAT, a atividade da catalase se manteve inalterada ap6s a inducdo de obesidade, porém
o tratamento com o nebivolol a aumentou em animais tratados com dieta padrao (Figura
17A). No LAM, a obesidade reduziu a atividade da catalase e o tratamento com o
nebivolol reverteu tal alteracdo (Figura 17B). Dessa forma, observamos que ha
divergéncias no padrdo de respostas ao quadro de obesidade a depender do tipo de tecido

estudado.
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Figura 17. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a atividade da catalase no PVAT e LAM. A atividade
da catalase foi avaliada no PVAT (A) e no LAM (B) colorimetricamente. Os resultados sdo apresentados
como a média + EPM de n=5-7. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol;
**Comparado aos grupos controle, obeso e obeso+nebivolol (p<0,05, two-way ANOVA seguida por
Bonferroni).



5.2.3.4. Determinacao dos niveis de Malondialdeido (MDA)

O burst oxidativo pode levar ao aumento da peroxidacdo dos lipideos de
membrana, causando mudangas na permeabilidade e fluidez das membranas. Uma
maneira de medir isso ¢ quantificando as espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), que sao produtos da peroxidacdo lipidica, incluindo o MDA. Nesse sentido,
avaliamos os niveis de MDA e observamos que a obesidade aumentou os niveis de MDA
e o tratamento com nebivolol restaurou aos niveis basais, tanto no PVAT, quanto no

plasma (Figuras 18A-C). No entanto, no LAM a obesidade ndo alterou os niveis de MDA
(Figura 18B).
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Figura 18. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre os niveis de MDA em PVAT, LAM e plasma. Os niveis
de MDA foram avaliados no PVAT (A), no LAM (B) e no plasma (C) por colorimetria. Os resultados sdo
apresentados como a média £ EPM de n=>5-7. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e
obeso+nebivolol; **Comparado aos grupos controle, obeso e obeso+nebivolol (p<0,05, two-way
ANOVA seguida por Bonferroni).



5.2.4. Envolvimento da via nitrérgica no efeito da obesidade em artérias
mesentéricas

Além de aumentar a producdo de fatores contrateis, como o O™, a obesidade
também pode reduzir a producdo de fatores relaxantes, como o NO. Investigamos a
influéncia do NO na resposta contratil para a fenilefrina em artérias mesentéricas com e

sem o PVAT.

O uso do inibidor nao seletivo das isoformas da enzima NOS, L-NAME, resultou
em aumento na resposta maxima de contrag@o nas artérias com PVAT, assim como no
aumento da poténcia da fenilefrina em artérias controle (Figura 19A). Nas artérias
PVAT(+) de animais obesos, a incubacdo com L-NAME ndo alterou a poténcia da
fenilefrina, mas aumentou a resposta contratil maxima, indicando a participag@o parcial
da via nitrérgica na disfungdo vascular associada a obesidade. Adicionalmente, o L-
NAME aumentou a resposta contratil nas artérias PVAT (+) dos grupos de animais
tratados com nebivolol (Figura 19C). No entanto, ndo houve alterag¢ao significativa nos
efeitos maximos e na poténcia da fenilefrina em artérias PVAT (-) nos grupos controle,

obeso, nebivolol e obeso + nebivolol (Figuras 19B-D).

Na tabela 3 estdo representados os valores de Emax € pD> para a fenilefrina em

artérias PVAT (-) e PVAT (+) na presenga do tiron, respectivamente.
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Figura 19. Efeito da obesidade e nebivolol na contra¢do induzida pela fenilefrina em artérias
mesentéricas de ratos sem [PVAT (-)] e com [PVAT (+)] PVAT na presenca do L-NAME (100 umol/L).
Os resultados sdo apresentados como a média + EPM de n=5-7 animais por grupo. *Corresponde a
alteracdo de Emax; **Corresponde a alteragdo de pD: (p<0,05, two-way ANOVA seguida por
Bonferroni).



Tabela 3. Valores de Emax (mN/mm) e pD2 para fenilefrina em artérias mesentéricas na
auséncia [PVAT (-)] e presenca [PVAT (+)] do PVAT na presenca do L-NAME.

PVAT (-)
Inibidor ausente L-NAME (100 pmol/L)
Emax pD2 Emax pD:2
Controle 6,3+ 0,3 (6) 5,9+ 0,1 7,3+ 0,4 (7) 6,1 £0,1
Obeso 5,7£ 0,4 (5) 6,0 £0,1 6,2+ 0,4 (6) 6,3 +0,1
Nebivolol 6,0+ 0,5 (8) 5,8+ 0,1 5,24 0,7° (7) 6,0 £ 0,1

Obeso + Nebivolol 5,5+ 0,8 (6) 5,9+0,1 6,2+ 0,9 (5) 6,2+ 0,2

PVAT (+)
Inibidor ausente L-NAME (100 pmol/L)
Emax pD2 Emax pD:2
Controle 5,604 (7) 5,0%0,1 8,0+ 0,6 (7) 54+0,1
Obeso 8,1 +£0,8(7) 5,6+ 0,1° 10,1+ 0,7 (5) 5,3+ 0,1
Nebivolol 4,9+0,4(7) 4,6 £0,1° 8,3t1,1 (6) 4,7+0,1°
Obeso + Nebivolol 4,0+ 0,2 (6) 5,1£ 0,1 7,5£1,3 (5) 4,7+ 0,2°

Os valores representam a média + EPM dos diferentes grupos experimentais, os numeros entre
parénteses representam o n de cada grupo experimental; ‘Comparado aos grupos controle, nebivolol e
obeso+nebivolol PVAT (+). ®*Comparado ao grupo controle. (p<0,05, two-way ANOVA seguida por
Bonferroni).



5.2.4.1. Dosagem de NOy

Ap6s confirmarmos o papel da via nitrérgica na disfun¢do vascular relacionada a
obesidade, investigamos se a obesidade afeta a disponibilidade do 6xido nitrico (NO).
Dado que o NO ¢ um gas, métodos indiretos sdo usados para medir seus niveis, como a
quantificagdo de nitrato/nitrito. Nesse contexto, medimos os niveis de nitrito através do

método colorimétrico de Griess e os comparamos com uma curva padrdo de nitrito.

Nossos resultados demonstram que a obesidade reduziu os niveis de NOy e o
tratamento com nebivolol restaurou aos niveis basais, tanto no PVAT, quanto no plasma
(Figuras 20A-C). Além disso, o tratamento com nebivolol aumentou a concentragdo
plasmatica dessa espécie em animais alimentados com dieta padrdo. Por outro lado, no

LAM a obesidade ndo alterou os niveis de NOy". (Figura 20B).
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Figura 20. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre os niveis de NO2 em PVAT, LAM e plasma. Os niveis
de NO> foram avaliados no PVAT (4), no LAM (B) e no plasma (C) por colorimetria. Os resultados sdo
apresentados como a média £ EPM de n=>5-7. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e
obeso+nebivolol; **Comparado aos grupos controle, obeso e obeso+nebivolol (p<0,05, two-way
ANOVA seguida por Bonferroni).



5.3. Avaliagdo de mediadores pro-inflamatorios PVAT e LAM

5.3.1. Avaliacdo da atividade da MPO e da NAG

A inflamacao associada a obesidade ¢ conhecida como uma inflamagao estéril, ou
seja, uma meta-inflamagdo. Isso ocorre porque ndo ¢ desencadeada por um agente
infeccioso especifico, mas sim por um estado sistémico. Durante o desenvolvimento da
obesidade, mudangas no tecido adiposo ocorrem devido a essa meta-inflamacao,
incluindo a presenca de células do sistema imunolégico. Os neutréfilos, como primeira
linha de defesa do corpo, sdo recrutados nesse processo. Nesse contexto, investigamos a
atividade da enzima MPO, que ¢ abundante nos neutréfilos e catalisa a produgdo de varias

espécies oxidantes.

Nossos resultados demonstram que, tanto no PVAT, quanto no LAM, a obesidade
aumentou a atividade da MPO, indicativo de que durante a meta-inflamag¢ao hd um maior
recrutamento de neutréfilos para essas regides (Figuras 21A-B). No entanto, quando os

animais foram tratados com o nebivolol, a atividade da MPO foi reduzida.

Durante a meta-inflamagdo associada a obesidade, além dos neutrofilos, outras
células imunoldgicas sdo atraidas para os tecidos, com os macréfagos desempenhando
um papel proeminente. Nesse contexto, observa-se um aumento tanto no niimero total de
macrofagos quanto na propor¢do de macrofagos pro-inflamatdrios, conhecidos como

macrofagos M1, enquanto os macrofagos anti-inflamatérios, ou M2, tendem a diminuir.

Nesse sentido, para avaliarmos o recrutamento de macréfagos, quantificamos a
atividade da NAG através de uma reagdo colorimétrica e observamos que, tanto no PVAT,
quanto no LAM, a obesidade aumentou a atividade da NAG, indicando que hd um
aumento no recrutamento de macréfagos para esses tecidos durante a obesidade (Figuras
21C-D). No entanto, quando os animais foram tratados com o nebivolol, a atividade da

NAG foi reduzida.
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Figura 21. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a atividade da MPO e NAG no PVAT e LAM. As
atividades da MPO e NAG foram avaliadas por colorimetria. Os resultados sdo apresentados como a
média £ EPM de n=6-7. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol. (p<0,05, two-

way ANOVA seguida por Bonferroni).
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5.3.2. Avaliagao do recrutamento de macrofagos no PVAT

A infiltragdo de macréfagos no PVAT ¢ um fator determinante na produgdo de
citocinas, quimiocinas e outros fatores participantes da meta-inflamacdo associada a
obesidade. Nesse contexto, caracterizamos os macrofagos recrutados para o PVAT a
partir da digestdo enzimatica do tecido e marcagdo com anticorpos para as seguintes

moléculas de superficie: CD45, CD11b, CD68 e RT1B.

Nossos dados demonstram que nos animais obesos ha um aumento no nimero de
macrofagos expressando CD45"CD11b"CD68"RT1B, sendo o RT1B um marcador de
ativacdo (Figura 22A). Além disso, observamos também que a obesidade promove
aumento no nimero de células CD45°CD11b*CD68" no PVAT (Figuras 22B-C). Assim,
evidenciamos que a obesidade promove aumento do recrutamento e ativagdo de

macrofagos para o PVAT, todavia, o tratamento com o nebivolol reverteu estas respostas.
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Figura 22. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a populagdo de macrofagos no PVAT. Counterplot
representando a frequéncia e niimero absoluto de macréfagos expressando CD45"CD11b*CD68" e
CD45"CDI11b*RTIB (A). Frequéncia (B) e numero absoluto de macréfagos (C) expressando
CD45"CDI11b*CD68". Os resultados sdo apresentados como a média = EPM de n=4-7. *Comparado
aos grupos controle, nebivolol e obeso+nebivolol. (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



5.3.3. Avaliacdo dos macréfagos produtores de TNF-a no PVAT

Conforme discutido anteriormente, existem macrofagos com caracteristicas anti-
inflamatorias e pro-inflamatoérias, com a capacidade de se converterem entre esses
subtipos em resposta a estimulos. No contexto da obesidade, fatores como citocinas pro-
inflamatorias e AGL podem incentivar a transformacao dos macréfagos para o perfil pro-

inflamatorio M1. Nesse sentido, investigamos a expressdo do TNF-a em macrofagos

localizados no PVAT.

Nossos resultados indicam que durante a obesidade ha o aumento no niimero de
macrofagos que expressam TNF-a (Figuras 23A-B), resultando em maior fluorescéncia
do marcador intracelular para o TNF-a (Figuras 23C-D). Dessa forma, observamos que a
obesidade induz o aumento na populacdo de macréfagos pro-inflamatorios e que o

nebivolol foi capaz de exercer efeito anti-inflamatorio ao reverter o aumento na expressao

de TNF-a nos macrofagos do PVAT.
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Figura 23. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a expressdao de TNF-a em macrofagos do PVAT. A
expressdo de TNF-a em macrofagos foi avaliada por citometria de fluxo, e representada em niimero
absoluto de células (A), frequéncia (B) e histograma de fluorescéncia (C e D). Os resultados sdo
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apresentados como a média £ EPM de n=4-7. *Comparado aos grupos controle, nebivolol e
obeso+nebivolol. (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



5.3.3. Avaliacao do recrutamento de macréfagos no LAM

Assim como no PVAT, infiltragdo de macréfagos no LAM ¢ um fator
determinante na produgdo de fatores que conduzirdo a inflamag¢do local. Dessa forma,
caracterizamos os macréfagos recrutados para o LAM da mesma forma como feito para
o PVAT. Nossos dados demonstram que a obesidade ndo promoveu aumento, tanto no
numero de macréfagos ativados (CD45"CD11b"CD68"RT1B) (Figura 24A), quanto no
numero de células CD45*CD11b*CD68" no LAM (Figura 24B). No entanto, observamos
que o tratamento farmacologico com nebivolol reduziu o numero de células

CD45"CD11b"CD68" totais no LAM (Figura 24B).
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Figura 24. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a populagdo de macrofagos no LAM. Counterplot
representando a frequéncia e niimero absoluto de macréfagos expressando CD45 CD11b*CD68" e

CD45"CDI11b*RTIB (A). Frequéncia (B) e numero absoluto de macréfagos (C) expressando

CD45"CDI11b*CD68". Os resultados sdo apresentados como a média = EPM de n=4-7. **Comparado
aos grupos controle e obeso. (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).




5.3.4. Avaliacdo dos macréfagos produtores de TNF-a no LAM

Semelhantemente ao protocolo realizado para o PVAT, avaliamos a expressao
intracelular de TNF-a nos macréfagos presentes no LAM. Nossos resultados indicam que
durante a obesidade hd o aumento no nimero de macréfagos que expressam TNF-a
(Figuras 25A-B), resultando em maior fluorescéncia do marcador intracelular para o
TNF-a (Figuras 25C-D). No entanto, o tratamento com o nebivolol ndo foi capaz de

reverter o aumento da expressdo do TNF-a nesses macrofagos do LAM.
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Figura 25. Efeitos da obesidade e nebivolol sobre a expressdo de TNF-a em macrofagos do LAM. A
expressdo de TNF-a em macrofagos foi avaliada por citometria de fluxo, e representada em numero
absoluto de células (A), frequéncia (B) e histograma de fluorescéncia (C e D). Os resultados sdo
apresentados como a média = EPM de n=4-7. **Comparado aos grupos controle e nebivolol. (p<0,05,
two-way ANOVA seguida por Bonferroni).



6. Discussao

As lacunas na compreensdo dos processos fisiopatoldgicos subjacentes ao
desenvolvimento de disturbios cardiometabdlicos na sindrome metabolica resultaram na
criagdo de modelos experimentais para estudar a obesidade. Além dos fatores genéticos e
sociais, a dieta desempenha um papel crucial na configuragdo de um ambiente que
favorece o acumulo excessivo de gordura corporal, especialmente através de dietas

altamente caloricas 3.

Ao replicar o desenvolvimento da obesidade em humanos, observamos que
animais submetidos a uma dieta hipercalérica aumentaram sua capacidade de converter
calorias em massa, mesmo com uma ingestdo de alimentos semelhante aos animais em
dieta padrdo. Como resultado, os animais obesos apresentaram um maior ganho de peso,
principalmente devido ao aumento nos depdsitos de gordura em regides como a
epididima, retroperitonio e mesentério, resultando em um indice de adiposidade elevado
em comparagdo ao indice de animais controle. Nesse sentido, a hipertrofia dos tecidos
adiposos analisados pode estar diretamente relacionada a problemas metabolicos

significativos *°.

A gordura visceral, localizada na cavidade abdominal, desempenha um papel
significativo nos distirbios metabdlicos associados a obesidade. Sua atividade hormonal,
caracterizada pela secrecdo de adipocinas e citocinas pro-inflamatorias contribui para a
resisténcia a insulina, inflamagdo cronica de baixo grau e disfun¢io endotelial 9102, A
producdo local de moléculas pro-inflamatoérias, como TNF-a e IL-6, na gordura visceral
desencadeia uma resposta inflamatdria sistémica, que prejudica ainda mais o metabolismo
e afeta a fun¢do vascular. Além disso, a gordura visceral influencia o sistema nervoso
autonomo, aumentando a atividade do sistema nervoso simpatico, o que esta associado a

disturbios cardiovasculares, como hipertensio arterial 1%,

Nossos achados revelam uma correlagdo notavel entre o aumento progressivo do
ganho de peso e o consequente aumento da pressdo arterial sistdlica em animais
submetidos ao modelo experimental de obesidade. Nesse contexto, inimeros mecanismos
podem estar intricadamente ligados ao desenvolvimento da hipertensao arterial sistdlica
que surge como uma decorréncia da obesidade. Um desses mecanismos ¢ o papel do

sistema cardiovascular na regulacdo da pressdo arterial. A obesidade frequentemente



resulta em um aumento do débito cardiaco, impulsionado por um incremento no volume
de sangue e uma elevagio da frequéncia cardiaca '*+1%°, Além disso, 0 aumento observado
no volume de sangue no ventriculo esquerdo durante a fase de repouso na obesidade ¢
frequentemente interpretado como evidéncia de uma capacidade aprimorada de adaptagao
as variacdes na quantidade de sangue pré-carga (fendmeno conhecido como mecanismo
de Frank-Starling), o que pode levar a dilatacdo da cdmara ventricular. A dilatagdo da
camara ventricular pode aumentar o estresse nas paredes do coragdo, predispondo ao
aumento da massa do miocardio e, finalmente, a hipertrofia ventricular esquerda,

caracteristicamente do tipo excéntrico.

Em humanos e na maioria dos modelos animais, o desenvolvimento da obesidade
ndo apenas resulta no aumento dos depdsitos de gordura nas areas tradicionais do tecido
adiposo, mas também na significativa acumulagdo de lipidios em outros orgaos.
Conforme ocorre o acumulo de gordura, a deposicdo de lipidios pode impactar
adversamente o funcionamento de tecidos e 6rgdos de duas maneiras principais: (1) O
aumento no tamanho dos depositos de gordura ao redor de 6rgaos criticos pode provocar
alteracdes na funcdo desses orgdos, seja devido a compressao fisica direta ou devido a
capacidade das células de gordura ao redor deles de liberar diversas moléculas que atuam
localmente; (2) O acumulo de lipidios também pode ocorrer em células que normalmente
ndo armazenam gordura, resultando em disfun¢do ou mesmo na morte dessas células, um
fendmeno conhecido como lipotoxicidade. Essas adaptagdes celulares anormais podem
ter efeitos adversos sobre o musculo cardiaco, que ¢ um dos varios mecanismos que

contribuem para o desenvolvimento de cardiomiopatia em individuos obesos.

O nebivolol, um B-bloqueador com propriedades vasodilatadoras singulares em
comparagdo com outros agentes dessa classe, desempenhou um papel relevante na

106-108 ~ Este medicamento atua

restauragdo da fungdo cardiaca durante a obesidade
inibindo os receptores Pi-adrenérgicos no coragdo, atenuando assim a resposta as
catecolaminas enddgenas, como a adrenalina, que normalmente aumentam a frequéncia

cardiaca e a contratilidade miocardica 1%,

Em individuos obesos, frequentemente
observa-se hiperatividade simpatica, levando ao aumento da atividade cardiaca e da
pressdo arterial %!, Nesse caso, o nebivolol pode normalizar essas respostas, aliviando

a sobrecarga no coragdo ¢ melhorando sua eficiéncia.



Além disso, o nebivolol demonstra propriedades vasodilatadoras ao induzir a
produgdo de oxido nitrico nas células endoteliais vasculares ''2. Isso resulta na dilatagdo
dos vasos sanguineos, reduzindo a resisténcia vascular periférica e otimizando o débito
cardiaco. Adicionalmente, o nebivolol pode contribuir para a reducdo da pressdo arterial

13 Ao reduzir a frequéncia cardiaca, a

por reduzir a carga de trabalho cardiaca
contratilidade miocéardica e a pré-carga ventricular, o farmaco promove uma fung¢do

cardiaca mais eficaz.

Além dos impactos sobre a fungdo cardiovascular, a obesidade ¢ um estado
fisiologico complexo que também tem impacto no perfil lipidico do organismo. A relagdo
entre obesidade e dislipidemia, ou seja, niveis anormais de lipidios no sangue, ¢ bem

100-102,14.115 © A obesidade exerce um impacto significativo e multifacetado

estabelecida
no perfil lipidico do organismo. Ela frequentemente resulta em um aumento dos niveis de
triglicerideos, uma diminui¢@o do colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL), e
pode ocasionalmente aumentar o colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL) 6.
Além disso, a obesidade pode levar a formagao de particulas menores e mais densas de

LDL, que s3o mais aterogé€nicas. Isso ocorre frequentemente em conjunto com a

resisténcia a insulina, contribuindo para o aumento da produgdo hepatica de triglicerideos.

Em consonancia a estudos prévios, nossos resultados mostraram que animais
submetidos a uma dieta hipercaldrica desenvolveram dislipidemia, com aumento nos
niveis de colesterol LDL, triglicerideos e colesterol total, e redu¢do do HDL.
Surpreendentemente, o tratamento com nebivolol reverteu essas alteracdes, exceto para o
HDL. Um dos principais mecanismos subjacentes a esses efeitos parece residir na
ativacdo da eNOS, que culmina na amplificagdo da sintese de NO. Esse incremento na
producgdo de NO, um conhecido vasodilatador endogeno, precipita uma cascata de eventos
fisiologicos. Notavelmente, essa vasodilatagdo resulta na restauracdo da homeostase
endotelial e na otimizagdo da complacéncia vascular. Isso adquire relevancia direta
quando se considera o perfil lipidico, uma vez que uma rede vascular robusta facilita o
transito sanguineo, diminuindo a propensdo a formagao de lesdes aterosclerdticas. Em
ultima andlise, um leito vascular saudavel agiliza o transporte e o metabolismo dos
lipidios, contribuindo, por conseguinte, para a regulacio homeostatica dos niveis de

colesterol circulante.



Além disso, nota-se que o nebivolol exerce impacto nos niveis de norepinefrina,
o que incide na modulagdo da lip6lise em adipdcitos. Essa regulagdo resulta numa redugao
da disponibilidade de acidos graxos para captagdo hepatica, mitigando, assim, a sintese
hepatica de triglicerideos. Esses mecanismos, quando entrelagados, estabelecem uma
abordagem multifacetada para combater a dislipidemia que rotineiramente coexiste com
a obesidade, com perspectivas significativas na mitigacdo dos riscos cardiovasculares
nesse contingente populacional. Isso ressalta o efeito benéfico do nebivolol na
normaliza¢do dos niveis de lipidios, um efeito ndo visto com outros farmacos -

bloqueadores, como o metoprolol 8.

A obesidade visceral pode impactar adversamente o fluxo sanguineo e a fungao

renal por meio de multiplos mecanismos '’

. O aumento do fluxo sanguineo renal,
resultado das demandas impostas pelo tecido adiposo em expansdo, pode aumentar o risco
de lesdes glomerulares e, portanto, o risco de doenga renal. Além disso, o tecido adiposo
¢ uma fonte de hormodnios que afetam negativamente o SRAA, desencadeando
inflamacao, vasoconstri¢ao e reten¢do de so6dio, todos contribuindo para a disfuncao renal
118 A compressdo dos vasos sanguineos renais devido ao excesso de gordura ao redor dos
rins pode ainda agravar a situa¢do, comprometendo o suprimento sanguineo renal ¢ a
fun¢do do o6rgdo ''7. Neste trabalho, evidenciamos que uma dieta hipercaldrica elevou os
niveis de sodio, potassio e creatinina no sangue, indicando disfuncdo renal,
correspondendo a achados em pacientes obesos %120, Intrigantemente, a administragdo
de nebivolol reverteu esses efeitos, sugerindo um papel renoprotetor deste firmaco. Esses
resultados refor¢gam a conexao entre a obesidade e a comprometida funcao renal, enquanto
destacam o potencial benéfico do nebivolol como um agente protetor dos rins.
Investigagao anterior ja havia insinuado que o nebivolol pode atenuar a nefrotoxicidade

da cisplatina, em um processo mediado pela produgdo de NO 21,

Ja se tem estabelecida a disfun¢do vascular associada a obesidade, podendo se
pronunciar tanto via favorecimento de mecanismos de sintese e secrecao de fatores
contrateis, quanto pelo prejuizo sobre vias de relaxamento. Semelhante ao encontrado em

trabalhos prévios 122123

, nossos resultados evidenciam a perda do efeito anti-contratil do
PVAT, resposta essa que foi revertida pelo tratamento farmacoldgico com nebivolol. Por
outro lado, artérias que tiveram seu PVAT removido, ndo apresentaram alteracdo na

resposta contratil a fenilefrina. Como consequéncia da perda do efeito anti-contratil do



PVAT ocorreu hipercontratilidade vascular que foi evidenciada pelo aumento da resposta

a fenilefrina e KCI.

A ativagdo dos receptores B3 pelo nebivolol abre uma perspectiva promissora para
a restauracdo da funcdo do PVAT em condi¢des de obesidade. O PVAT desempenha um
papel central na regulagdo vascular, secretando uma gama de substancias sinalizadoras,
incluindo adipocinas, que exercem influéncia sobre a fun¢do vascular. O nebivolol, ao
ativar os receptores f3, tem o potencial de estimular a liberagdo de adiponectina, uma
adipocina com propriedades anti-inflamatorias que pode aprimorar a fungdo do PVAT.
Como resultado, a inflamagdo vascular associada a obesidade ¢ mitigada, e o PVAT

recupera sua habilidade de regular o tonus vascular.

Entre os fatores que contribuem para a alterag¢do do efeito anti-contratil do PVAT
durante a obesidade, destacam-se a inflamagdo, mudancas no perfil de secrecao de
adipocinas e estresse oxidativo '?*. Essas mudangas, quando combinadas, perturbam o
equilibrio funcional do PVAT, resultando em disfun¢do vascular. A perda do fenotipo
anti-contratil do PVAT pode ser atribuida a diminui¢@o na produgdo de fatores relaxantes

ou ao favorecimento de fatores envolvidos em vias contrateis.

Nossas observacdes destacam que, durante a obesidade, ocorre um aumento
significativo na produgdo de O™, atribuido em grande parte a atividade da enzima
NADPH oxidase no PVAT e no LAM. Notavelmente, o tratamento farmacologico com
nebivolol foi capaz de reverter essa resposta, indicando seu potencial em modular os
processos redox na vasculatura obesa. A incubacdo de artérias mesentéricas na presenga
do sequestrador de O™, tiron, resultou na reversdo do aumento na resposta contratil das
artérias mesentéricas de animais obesos quando o PVAT estava presente. Isso respalda a
hipotese de que o aumento na sintese de ERO desempenha um papel crucial na disfungdo
vascular mediada pelo PVAT durante a obesidade, e que o tratamento com nebivolol pode

interferir nesse processo regulando a atividade da NADPH oxidase.

No contexto vascular, a principal fonte de O>™ € o complexo enzimatico NADPH
oxidase, composto por varias subunidades, como Nox1, Nox2 e Nox4 2>, Durante a
obesidade, ha um aumento na expressdo dessas subunidades, levando a uma produg¢do
excessiva de O 126127 Isso0 sugere que o excesso de O>™ gerado pelo PVAT na obesidade

pode impactar negativamente o tonus vascular, influenciando vias de sinaliza¢ao redox.



No entanto, a administragcdo de nebivolol demonstrou eficicia na redu¢do da produgdo de
02", indicando que o fiarmaco pode regular a atividade da NADPH oxidase,

possivelmente contribuindo para a restauracdo da fun¢do anti-contratil do PVAT.

O aumento na producdo de O™ desencadeia uma série de respostas em nivel local
e sistémico, envolvendo vias de oxidagdo e redugdo, alteracdes no DNA, remodelamento
vascular e peroxidagio lipidica 2512, Neste estudo, observamos que o estresse oxidativo
associado a obesidade resultou em um aumento nas concentragdes plasmaticas e teciduais
de MDA, um marcador de peroxidacao lipidica. No entanto, o tratamento com nebivolol
conseguiu reverter essa resposta, sugerindo um potencial papel do firmaco na modulagao
da NADPH oxidase e na atenuacgdo da peroxidagdo lipidica. Portanto, essas descobertas
destacam o potencial do nebivolol em modular a fungdo vascular em um contexto de

obesidade, por meio da regulacdo das respostas redox e da atividade da NADPH oxidase.

Para combater os efeitos deletérios associados ao aumento da produgdo de O>™, o
organismo humano depende das enzimas SOD, que catalisam a conversdo do O>" em
H>0, e O, mitigando os danos oxidativos. No entanto, em condi¢des de obesidade, a
eficacia das SOD pode ser comprometida. O aumento do tecido adiposo associado a
obesidade resulta em uma maior geracdo de ERO sobrecarregando os sistemas
antioxidantes, incluindo a SOD !3°. Além disso, a inflamagdo cronica caracteristica da
obesidade pode afetar tanto a expressdo quanto a atividade das SOD, reduzindo sua

capacidade de neutralizar as ERO.

Observou-se que o aumento de ERO no PVAT esté relacionado a uma diminuigao
na expressao da enzima Cu/Zn-SOD, também conhecida como SODI1, que utiliza cobre
e zinco como cofatores e ¢ encontrada tanto no citoplasma quanto na regido
intermembranar da mitocondria *. No entanto, nossas observa¢des revelaram que,
embora ndo tenha havido alteracdo na atividade da SOD no PVAT mesentérico apos a
inducdo da obesidade ou o tratamento com nebivolol, no LAM, a obesidade promoveu
uma reducdo na atividade da SOD, resposta essa que foi revertida pelo tratamento com o
nebivolol. Portanto, nossos resultados sugerem uma influéncia negativa da obesidade
sobre a atividade da SOD na regido do LAM. Curiosamente, o nebivolol demonstrou a
capacidade de aumentar a atividade da SOD no LAM de animais mantidos sob dieta

padrao.



Com base nessas constatagdes, ¢ plausivel inferir que o nebivolol, além de
controlar o estresse oxidativo por meio da reducdo da producao de ERO, também modula
de forma positiva os componentes do sistema de defesa antioxidante, reforcando seu

potencial como agente terapéutico na obesidade e suas complicagdes metabdlicas.

A agdo da SOD desempenha um papel fundamental na formacao de H2O», uma
ERO com impacto importante no controle do tonus vascular 6. O H,O; age como um
sinalizador vascular e tem a capacidade de promover a vasodilatacio em artérias
mesentéricas, devido a sua a¢do na abertura de canais de K™ 13!, A abertura desses canais
resulta na saida de K* das células, hiperpolarizando a membrana celular e relaxando o

musculo liso, levando, assim, a vasodilatagao.

Surpreendentemente, em um contexto de obesidade, apesar da maior atividade da
SOD, observou-se uma diminui¢ao nos niveis de H2O2 no PVAT mesentérico. Isso pode
ser explicado por um mecanismo adaptativo, onde o organismo aumenta a defesa
antioxidante, possivelmente por meio de peroxidases como a catalase e a glutationa
peroxidase, que convertem o H>O> em agua e oxigénio >!. Esse processo pode explicar a
redu¢do dos niveis de H>O,. Curiosamente, ndo se observou uma alteragdo significativa
nos niveis de H>O2 no LAM, sugerindo que, apesar da reducdo na atividade da SOD
durante a obesidade, ainda ha um substrato em excesso para que essa enzima converta o

02" em H>0s.

No contexto da obesidade, as alteragdes metabdlicas e inflamatdrias podem ter um
impacto negativo no funcionamento da catalase, uma enzima antioxidante '*2. Os
resultados demonstram que, na obesidade, a atividade da catalase foi reduzida no LAM,
enquanto no PVAT mesentérico ndo houve alteragdo significativa. Diversos fatores
podem contribuir para essa reducdo, incluindo a sobrecarga na producdo de espécies
oxidantes, a oxidacdo de enzimas antioxidantes e a diminuicdo da expressdo dessas
enzimas nos tecidos avaliados ?>!?°, De maneira intrigante, o tratamento com nebivolol
ndo apenas aumentou a atividade da catalase no PVAT mesentérico de animais com dieta
padrdo, como também restaurou a atividade no LAM em animais obesos. Essas respostas
podem ser atribuidas a mecanismos que regulam a expressao génica ou a estabilidade da
enzima, sugerindo que o nebivolol possui um impacto benéfico na modulagdo do estresse

oxidativo e na fun¢do vascular, especialmente em condi¢des de obesidade.



O NO desempenha um papel fundamental na regulacdo do tonus vascular
mesentérico, orquestrando a dilatagdo dos vasos sanguineos e influenciando diretamente
o fluxo sanguineo dentro do sistema gastrointestinal '**!**, Essa regula¢do vascular ¢ vital
para garantir a perfusdo adequada dos tecidos gastrointestinais e manter um controle
preciso da pressdo arterial local '3>13¢, No entanto, durante a obesidade, varios fatores

prejudicam o sistema de sinalizagdo do NO %7,

A resisténcia a insulina e a disfuncdo endotelial, frequentemente associadas a
obesidade, comprometem a produgdo e disponibilidade do NO, inclinando o equilibrio
para uma maior constri¢do vascular devido a alteragdes na sinalizagdo '*7-!*%, Além disso,
a obesidade promove a geragdo aumentada de ERO, como o O;", que pode interagir com
o NO, resultando na formac¢ao do peroxinitrito (ONOO"). Essa espécie reativa tem um
potencial considerdvel para inativar o NO, prejudicando sua fun¢do vasodilatadora. No
entanto, ¢ importante destacar que, em meio a esse cenario desafiador, o efeito agonista
do nebivolol nos receptores B3 pode se destacar como um mecanismo capaz de
contrabalancar essas perturbacdes. A ativacdo desses receptores pode promover a
liberagdo de NO a partir dos adipdcitos do PVAT que envolve os vasos mesentéricos,
estimulando a vasodilatacdo e, assim, contribuindo para a restaura¢ao do equilibrio no

controle do tonus vascular em condi¢des de obesidade.

Em nossa investigacdo focada na disfuncdo do PVAT relacionada a obesidade,
exploramos minuciosamente o papel do NO nesse contexto. Observamos que o NO
desempenha um papel fundamental na manutencdo do efeito anti-contratil do PVAT em
condi¢des normais, uma vez que a inibi¢do do NO com L-NAME resultou em um
aumento substancial na resposta contratil das artérias de animais do grupo controle.
Surpreendentemente, no grupo de animais obesos, a inibi¢do do NO teve um impacto
consideravelmente menor na poténcia e na resposta maxima, em comparagao com o0s
animais de controle. Esses achados sugerem fortemente a participacdo da via nitrérgica
na disfun¢do do PVAT associada a obesidade, onde a ineficacia do NO pode ser um dos
principais contribuintes para o desequilibrio no controle do tonus vascular mesentérico.
Ao introduzir o tratamento farmacoldgico com nebivolol, observamos a restauragdo do
padrdo de resposta contratil, que se assemelha ao grupo controle. Isso ressalta a

capacidade do nebivolol em combater a disfun¢do do PVAT relacionada a obesidade, um



efeito que pode ser atribuido a sua ativagdo dos receptores 3, que pode, por sua vez,

estimular a liberagdo de NO, restabelecendo a homeostase do tonus vascular.

Nesse sentido, a avaliacdo dos niveis de NO>™ ¢ uma abordagem essencial para
inferir indiretamente sobre os niveis de NO no organismo. Dado que o NO ¢ altamente
reativo ¢ de vida curta, sua medicdo direta tem diversas limitacdes. Portanto, a
quantificagdo do nitrito, um produto mais estavel da degradacdo do NO, fornece
informagdes sobre os niveis do NO em vérias condigdes fisioldgicas e patoldgicas. Nossos
resultados de dosagem de NO; reforcam a ideia de que a obesidade impacta a via
nitrérgica mesentérica. Notamos redu¢@o nos niveis de nitrito no PVAT de animais

obesos, assim como nos niveis circulantes.

Na obesidade, o tecido adiposo, incluindo o PVAT, desempenha um papel crucial
no estado inflamatério de baixo grau. Os neutrofilos, células de defesa, ndo apenas
combatem patdgenos, mas também estdo envolvidos na inflamagdo e podem agravar

distarbios metabdlicos, como a inflamag¢3o associada a obesidade '°.

Durante a obesidade, ocorre a liberacdo aumentada de citocinas inflamatérias do
tecido adiposo, como TNF-a e IL-6, atraindo e ativando neutréfilos que migram para o
PVAT. Uma vez no tecido adiposo, os neutrofilos liberam substancias prejudiciais, como
enzimas ¢ ERO, O>" e 0 H20, que causam danos locais, contribuindo para inflamagao
140 A interagdo entre essas substincias inflamatorias e células imunes desencadeia um
ciclo continuo de inflamagdo no PVAT, resultando em disfuncdo endotelial,

remodelamento vascular e alteragdes no tonus vascular associadas a obesidade 2°.

Nossos resultados destacam que na obesidade ocorre um aumento significativo do
recrutamento de neutréfilos para o PVAT e LAM, indicando uma resposta inflamatdria
local mais intensa. Esse aumento pode ser atribuido a véarias mudangas morfoldgicas,
incluindo hipdxia devido a hipertrofia dos adipdcitos, maior atividade metabodlica do
tecido adiposo, aumento da producdo de ERO e comprometimento da fungdo
antioxidante, entre outros fatores. Vale ressaltar que o aumento do recrutamento de
neutrdfilos € crucial para a resposta inflamatoria, sendo essas células a primeira linha de

defesa do organismo, promovendo o recrutamento de outros tipos celulares. '3°.

Apds o tratamento com nebivolol, notamos uma reversdo no recrutamento de

neutroéfilos induzido pela obesidade em ambos os tecidos estudados. Isso sugere que o



nebivolol interfere na sinalizacdo dos fatores envolvidos na inflamag¢do da obesidade
como quimiocinas #1142, Em pacientes hipertensos, o nebivolol reduziu os niveis de
neutroéfilos, diminuindo a relagdo neutréfilos-linfécitos e revertendo biomarcadores de
inflamagdo subclinica, ao contrario do metoprolol '*3. Esses resultados estdo alinhados
com estudos anteriores que mostraram que o nebivolol pode melhorar parametros
inflamatorios associados a hipertensdo, destacando seus efeitos além da vasodilatagdo e

agdo antioxidante amplamente reconhecidos 144146,

Além disso, a inflamagdo cronica da obesidade envolve a infiltracdo de
macrofagos pro-inflamatorios nos tecidos adiposos, incluindo o PVAT %, Quando
ativados, esses macrofagos liberam mediadores inflamatérios, como citocinas ¢ ERO,
contribuindo para danos oxidativos e inflamagdo local '*¥. Sua interagdo com outras
células, como adipdcitos e células endoteliais, intensifica ainda mais a inflamagdo. A
polarizagdo dos macrofagos em fenotipos M1 ou M2 também influencia sua atividade

inflamatoria, dependendo do estimulo recebido 4%:1%0,

Nossos resultados destacam que a obesidade aumenta o recrutamento de
macrofagos para o PVAT e LAM, indicado pela atividade da mieloperoxidase,
possivelmente devido ao aumento de neutrofilos. O tratamento com nebivolol reduz a
infiltracdo de macrofagos tanto no PVAT quanto no LAM. Além disso, a citometria de
fluxo confirma o aumento da infiltracdo de macrofagos pro-inflamatérios no PVAT
durante a obesidade. O tratamento com nebivolol em animais obesos reduziu a populagado
total de macrofagos e a frequéncia daqueles que expressam TNF-a, sugerindo a

capacidade do nebivolol de reverter a inflamacao associada a obesidade no PVAT.

Assim, além de melhorar o perfil lipidico, homeostase redox e atividade
nitrérgica, o nebivolol também tem efeitos anti-inflamatorios no PVAT. Em conjunto,

esses efeitos contribuem para o reestabelecimento do tonus vascular mesentérico.

Além disso, investigamos o perfil de macréfagos no LAM para obter uma visao
mais abrangente. Contrariamente aos resultados da atividade da NAG, nossas descobertas
sugerem que o LAM pode responder de maneira distinta ao estimulo da obesidade em
comparagdo com o PVAT. No entanto, o tratamento com nebivolol reduziu o nimero de

macrofagos CD45"CD11b"CD68" no LAM, embora ndo tenha afetado a frequéncia



daqueles que expressam TNF-a nesse tecido. Isso indica que a acdo anti-inflamatdria do

nebivolol pode variar entre os tecidos.

Em sintese, os resultados deste estudo oferecem uma visdo abrangente das
complexas interagdes entre a obesidade, a disfungcdo vascular e os mecanismos
inflamatorios, com foco no PVAT mesentérico. O PVAT emerge como um elemento
central na regulagdo do tonus vascular e da resposta inflamatdria local. A disfungdo
vascular associada a obesidade ¢ multifacetada, envolvendo desde alteragdes na

sinalizacdo do NO até a ativacdo de vias oxidativas e inflamatorias.

A disfuncdo do efeito anti-contratil do PVAT ¢ um marco chave nesse cenario,
resultando em disfun¢do no equilibrio vasomotor e comprometendo o fluxo sanguineo
adequado. O nebivolol, além de seu papel tradicional como B-bloqueador, demonstra
acdes pleiotropicas notaveis, abordando aspectos oxidativos e inflamatorios. A
capacidade do nebivolol em reduzir a produ¢do de ERO e restaurar a atividade de enzimas
antioxidantes, como a SOD e a catalase, ¢ crucial para conter o estresse oxidativo

exacerbado observado na obesidade.

A influéncia do nebivolol na modulacdo dos componentes inflamatdrios, como
neutrdfilos e macrofagos, também € evidente. Sua capacidade de reduzir o recrutamento
de neutrodfilos e a infiltracdo de macrofagos no PVAT e no LAM sugere um impacto
benéfico na resposta inflamatoria desencadeada pela obesidade. O fdrmaco ndo apenas
restaura a funcdo anti-contratil do PVAT, mas também parece mitigar os mecanismos
pro-inflamatérios, desempenhando um papel crucial na preservacdo do equilibrio

vascular e na atenuacgdo das complicagdes cardiovasculares associadas a obesidade.

Portanto, este estudo langa luz sobre as multiplas vias pelas quais a obesidade
afeta o sistema vascular, destaca a importancia do PVAT como um componente crucial
nesse cendrio e ressalta as propriedades terapéuticas potenciais do nebivolol para modular
a disfunc¢do vascular e a inflamag¢ao associadas a obesidade. As descobertas apresentadas
expandem nosso conhecimento sobre as complexas interagdes entre obesidade, disfungdo
vascular e inflamacdo, abrindo novas perspectivas para abordagens terapéuticas

inovadoras visando a preservacao da satde cardiovascular em individuos obesos.
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7. Conclusao

Concluimos que o nebivolol reverteu a perda do efeito anti-contratil do PVAT por
promover acdes antioxidantes que incluem redu¢do da produgdo de O,", aumento da
atividade antioxidante, restauro da atividade nitrérgica e reducdo de parametros
inflamatorios. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o PVAT pode constituir um
importante alvo para o tratamento da disfun¢do vascular induzida pela obesidade e que o
nebivolol surge como uma ferramenta potencial no manejo da hipertensdo secundaria e
complicacdes vasculares induzidas pela obesidade. Os resultados podem guiar novas
abordagens terapéuticas e o uso clinico mais eficiente do nebivolol em pacientes obesos

hipertensos, reduzindo o risco cardiovascular.
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Figura 26. Proposta de mecanismo do efeito protetor do nebivolol em relagdo aos efeitos vasculares
deletérios associados a obesidade. O nebivolol reduz a produgdo excessiva de ERO e recrutamento de
fatores inflamatorios, além de restaurar a capacidade antioxidante no PVAT e LAM. H>O:: peroxido de
hidrogénio, MDA: Malondialdeido, NO: oxido nitrico.
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9. Anexo

9.1. Certificado de aprovacio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENFERMAGEM DE RIBEIRAO PRETO

Centro Colaborador cda OPASIOMS para o Avenida Bandeirantes, 5900 - Ribeirdo Prelo - Sdo Psulo - Brasil - CEP 14040-802
Dessanvolvimenio da Pesquiss em Enfermagenm Fo 55 16 3315.3362 - 55 16 3315.3381 - Fax_ 55 16 3315.0518

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - ceua@eerp.usp.br

AUTORIZAGAO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do nebivolo! sobre o aumento da
pressdo arterial e alteragdo do fenétipo anti-contrati do tecido adiposo perivascular durante a
obesidade”, registrada sob n® 21.1.304.22.3, sob a responsabilidade de Carlos Renato Tirapelli
e Victor Oliveira Assis, que envolve a manutencao e utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (CEUA-
EERP/USP), em sua 69 reuniao ordinaria realizada em 02/09/2021.

Lembramos da obrigatoriedade de apresentacao do relatério de atividades, em
modelo da CEUA, para emissao do certificado, como disposto nas Resolugdes Normativas do
CONCEA.

Finalidade ( )Ensino ( x)Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagao 20/10/2021 a 20/10/2023
Espécie/Linhagem/Raga Wistar Hannover

N° de animais 128
Peso/ldade 260-280 gramas / 50-70 dias
Sexo Macho
Origem Biotério Central da PUSP-RP

Ribeirdao Preto, 03 de setembro de 2021.
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Prof®. Dr*. Angelita Maria Stabile
Vice-Presidente da CEUA-EERP/USP



