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RESUMO

Barros P. R. Reatividade vascular e influéncia do Tecido Adiposo Perivascular
(PVAT) no modelo de envelhecimento SAMP-8. 2019. 74f. Dissertacao (Mestrado
em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de S&o Paulo.
Séo Paulo, 20109.

O envelhecimento promove alteracbes vasculares e aumenta o risco para doengas
cardiovasculares. O PVAT é capaz de secretar fatores que modulam a funcéo
vascular de maneira paracrina, mas a influéncia do envelhecimento na fungéo do
PVAT ainda é pouco compreendida. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
reatividade vascular e a influéncia do PVAT da aorta toracica de camundongos
SAMP-8 e seus controles SAMR-1 machos. Realizamos curvas concentracao-
resposta para acetilcolina (ACH), nitroprussiato de sédio (NPS) e noradrenalina
(NOR) em anéis de aorta toracica, na auséncia (PVAT-) e presenca (PVAT+) de
PVAT, de camundongos aos 3 meses de idade. Para avaliar os mecanismos
envolvidos na contracdo, realizamos curvas na auséncia do endotélio ou na
presenca de inibidor da sintase de 6xido nitrico (NOS) ou incubadas com as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A expressao proteica
da eNOS total e fosforilada em serina'’” (p-eNOS), CAT, Cu/Zn-SOD e Mn-SOD, e
a geracdo de anion superoxido foram avaliadas na aorta toracica e PVAT. A
resposta maxima (Rmax) induzida pela ACH foi reduzida em anéis PVAT- e PVAT+
de SAMP-8 em relacdo aos respectivos anéis de SAMR-1, enquanto a sensibilidade
ao NPS foi reduzida apenas em anéis PVAT+. Em anéis PVAT-, a Rmax a NOR foi
aumentada em SAMP-8 em relacdo aos SAMR-1. A Rmax a NOR foi reduzida em
anéis PVAT+ em relacdo aos anéis PVAT- de SAMP-8, de modo que ndo houve
diferenca nos anéis PVAT+ entre as duas linhagens. A remocdo do endotélio e a
inibicdo da NOS aumentaram a Rmax a NOR em anéis PVAT- e PVAT+ de SAMR-1,
sendo que em SAMP-8 houve aumento apenas nos anéis PVAT+. O contetdo
proteico da eNOS total em aorta toracica e PVAT néo foi diferente entre as duas
linhagens. A p-eNOS em aorta sem estimulo com NOR foi semelhante entre as duas
linhagens, mas, sob estimulo, a p-eNOS foi reduzida em aorta de SAMP-8 em
relacdo aos SAMR-1. Na condi¢cao basal, a p-eNOS foi reduzida no PVAT de SAMP-
8 em relacdo aos SAMR-1. O estimulo com NOR reduziu a p-eNOS no PVAT de
SAMR-1, mas ndo de SAMP-8, em relacédo a condicéo basal. A incubacdo com CAT,
mas ndo com SOD, aumentou a Rmax & NOR em anéis PVAT+ de SAMR-1. SOD e
CAT reduziram a Rmax a NOR em anéis PVAT-, mas ndao em PVAT+, de SAMP-8.
N&o houve diferenca na expressdo das enzimas antioxidantes na aorta e PVAT
entre as duas linhagens. Na aorta, ndo houve diferenca na condicdo basal, mas
houve aumento da geragdo de anion superéxido com estimulo de NOR em SAMP-8
em relacdo aos SAMR-1. No PVAT, a geracdo de anion superoxido na condicao
basal foi aumentada em SAMP-8. O estimulo com NOR aumentou a geragdo de
anion superoxido no PVAT de SAMR-1, mas ndo de SAMP-8, de modo que néo
houve diferenga entre as linhagens. Nossos resultados mostram que aos 3 meses
de idade camundongos SAMP-8 machos apresentam disfuncdo vascular, que
envolve reducgdo da disponibilidade de NO endotelial e desequilibrio oxidativo, mas a
acao anticontratil do PVAT aparece como um mecanismo compensatorio, sendo que
NO néo parece ter participagcdo nessa agao.



ABSTRACT

BARROS P. R. Vascular reactivity and the influence of the Perivascular Adipose
Tissue (PVAT) in SAMP-8 model. 2019. 74p. Dissertation (Master in Pharmacology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Sao Paulo. S&o Paulo, 2019.

Aging promotes vascular changes and increases the risk for cardiovascular disease.
PVAT is able to secrete factors that modulate vascular function in a paracrine way,
but the influence of aging on PVAT function is still poorly understood. The objective
of this work was to evaluate the vascular reactivity and the influence of PVAT of the
thoracic aorta of male SAMP-8 mice and their controls SAMR-1. We performed
concentration-response curves for acetylcholine (ACH), sodium nitroprusside (NPS)
and noradrenaline (NOR) in thoracic aorta rings, in the absence (PVAT-) and
presence (PVAT+) of PVAT from mice at 3 months of age. To evaluate the
mechanisms involved in the contraction, we performed curves in the absence of the
endothelium or in the presence of nitric oxide synthase inhibitor (NOS) or the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Protein
expression of total and phosphorylated eNOS in serine™’’ (p-eNOS), CAT, Cu/Zn-
SOD and Mn-SOD, and generation of superoxide anion were evaluated in the
thoracic aorta and PVAT. The maximum response (MaxR) induced by ACH was
reduced in PVAT- and PVAT+ rings of SAMP-8 in relation to the respective SAMR-1
rings, while the sensitivity to NPS was reduced only in PVAT+ rings. In PVAT- rings,
MaxR to NOR was increased in SAMP-8 when compared to SAMR-1. The MaxR to
NOR was reduced in PVAT+ rings when compared to the PVAT- rings of SAMP-8,
thus there was no difference in the PVAT+ rings between the strains. Endothelial
removal and inhibition of NOS increased the MaxR to NOR in PVAT- and PVAT+
rings of SAMR-1, whereas in SAMP-8 there was increase only in PVAT+ rings. The
protein content of total eNOS in the thoracic aorta and PVAT was not different
between the two strains. The p-eNOS in the aorta without NOR stimulation was
similar between the two strains, but under stimulation, the p-eNOS was reduced in
the aorta of SAMP-8 when compared to the SAMR-1. At baseline, p-eNOS was
reduced in the PVAT of SAMP-8 in relation to the SAMR-1. NOR stimulation reduced
p-eNOS in the PVAT of SAMR-1, but not of SAMP-8, in relation to the baseline
condition. Incubation with CAT, but not with SOD, increased the MaxR to NOR in
PVAT+ rings of SAMR-1. SOD and CAT reduced the MaxR to NOR in PVAT-, but not
in PVAT+ rings of SAMP-8. There was no difference in the expression of the
antioxidant enzymes in the aorta and PVAT between the two strains. In the aorta,
there was no difference in the baseline condition, but there was an increase in
superoxide anion generation with NOR stimulus in SAMP-8 compared to the SAMR-
1. In PVAT, the generation of superoxide anion at baseline was increased in SAMP-
8. The NOR stimulation increased the superoxide anion generation in the PVAT of
SAMR-1, but not of SAMP-8, thus there was no difference between the strains. Our
results show that at 3 months of age male SAMP-8 mice present vascular
dysfunction, which involves reduction of the availability of endothelial NO and
oxidative imbalance, but the anticontractile action of PVAT appears as a
compensatory mechanism, and NO does not seem to have a participation in this
action.
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1. Introducéao
1.1.Envelhecimento e as doencas cardiovasculares

“Viver é envelhecer, nada mais.”

(Simone de Beauvoir)

O envelhecimento € um processo inevitavel, universal, cumulativo,
irreversivel, ndo patolégico do declinio da capacidade funcional dos sistemas
organicos, fazendo com que o organismo perca a capacidade de responder ao
estresse do meio ambiente com o avancar da idade, aumentando o risco de doencas
e a possibilidade de morte (OMS, 2015).Entretanto, estabelecer um conceito de
envelhecimento em sistemas biolégicos é complexo, uma vez que € um processo
generalizado que envolve diversos programas biolégicos (Kovacic et al., 2011).

Teorias pré-existentes baseadas na biologia evolutiva deram origem ao
estudo do envelhecimento ha 30 anos. A teoria evolucionista afirmava que o
envelhecimento era um subproduto inevitavel das regras da selecdo natural e nédo
um processo regulado passivel de estudo cientifico (muito menos de intervenc¢ao)
(Williams, 1957 aput Kirkwood, 2005). Posteriormente, no final do século XX foi
observado que as taxas de envelhecimento eram drasticamente diferentes, mesmo
dentro das mesmas espécies, e que ao reduzirmos a ingestao de alimentos por uma
quantidade especifica (em camundongos, isso equivale a 30-40% abaixo da ad
libitum), podia-se estender o tempo médio e maximo de vida de uma ampla
variedade de organismos (Koubova e Guarente, 2003). Assim, embora o proprio
envelhecimento seja inevitavel, a taxa de envelhecimento pode ser regulada.

Recentemente, em uma revisdo, Lo6pez-Otin e colaboradores (2013)
identificaram e categorizaram as caracteristicas celulares e moleculares do
envelhecimento, propondo ao todo nove marcadores que poderiam, em conjunto,
determinar o fendtipo do envelhecimento; sendo eles: instabilidade genbémica,
encurtamento de teldmeros, alteracdes epigenéticas, perda de proteostase,
deteccdo inadequada de nutrientes, disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular,
exaustdo de células-tronco e comunicacao intercelular alterada. Esses processos
estao inter-relacionados, de modo que o envelhecimento ndo € o resultado do mau

funcionamento de um Unico pardmetro, mas sim uma combinacdo de mudancas



moleculares, que com a progressédo do envelhecimento, culmina com o surgimento
de doencas relacionadas a idade, como aterosclerose, cancer, doenca de Alzheimer
e Parkinson, dentre outras que alteram a homeostase e reduzem a qualidade de
vida (da Costa et al., 2016; Lees et al., 2016).

A populacao idosa, acima de 60 anos, esté crescendo de forma exponencial e
estima-se que em 2015 havia 48% a mais de pessoas com 60 anos ou mais em todo
o mundo do que havia em 2000 e, até 2050, o numero de pessoas mais velhas deve
triplicar em relacdo ao ano 2000 (Figura 1) (United Nations, 2015). Portanto, esse
aumento da populagdo idosa promovera aumento também dos problemas e custos
com a saude, pois, como mencionado anteriormente, o envelhecimento € fator de

risco para varias doencas.
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Figura 1 - Aumento da populagdo mundial em relagdo a 2000, por ampla faixa etaria, 2000-
2050. Adaptado de: Nacdes Unidas (2015). Perspectivas da Populacdo Mundial: a Revisédo
de 2015.

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo em ambos o0s sexo, sendo que, em paises mais
pobres, essas mortes tendem a acontecer de maneira mais precoce do que em
paises ricos (Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2017). No Brasil, as doencas
do aparelho circulatorio apresentam o padrdo mundial e sdo uma das principais
causas de mortes no pais (Ministério da Saude, 2016a) A partir dos 50 anos de
idade o numero de mortes por doencas do aparelho circulatério dobra em
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comparacdo com os individuos aos 40 anos de idade em todos os estados
(Ministério da Saude, 2016b). Dentre as regibes brasileiras, a regido sudeste
destaca-se apresentando 47% das mortes por doencas do aparelho circulatorio,
sendo o estado de Sdo Paulo correspondente a 51% desse total (Ministério da
Saude, 2016b).

O envelhecimento continua sendo o mais forte fator de risco para DCV (WHO,
2015). As alteracbes moleculares decorrentes do envelhecimento no sistema
cardiovascular tornam o envelhecimento em si um fator de risco para o
desenvolvimento de DCV, mesmo apds correcdo para fatores de risco
cardiovasculares classicos, como: fumo, sedentarismo, hipertenséo arterial, dentre
outros (Lakatta e Levy, 2003; Erusalimsky, 2009; Erusalimsky and Skene, 2009).
Assim, com o envelhecimento da populacdo, haverd cada vez mais carga nos
sistemas de saude o que implica mudancas profundas em politicas publicas de
saude. Para isso, sera necessario melhorar nosso conhecimento sobre as alteracées

gue ocorrem nos sistemas bioldgicos durante o envelhecimento.

1.2.Sistema vascular

“O homem é tao antigo quanto suas artérias”
(Sir William Osler, 1891)

O sistema cardiovascular gera fluxo adequado para o organismo, regulando,
assim, o transporte e distribuicdo de substancias esséncias para o0s tecidos,
remocdo dos metabdlitos, temperatura e pH (Michelini e Rossoni, 2008). Esse
sistema é constituido pelo coracdo, que gera fluxo, por vasos arteriais e venosos,
responsaveis pela distribuicdo e coleta, respectivamente, e pelos capilares, que
permitem as trocas de substancias entre o sangue e os tecidos. O médico inglés
William Harvey provou em seus experimentos que o sistema circulatério do ser
humano é composto por dois circuitos que foram denominados de circulagéo
pulmonar e a circulacéo sistémica (Harvey, 1628). Aléem da rede vascular, o sistema

circulatoério inclui também os vasos linfaticos.
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Figura 2 — Imagem representativa da estrutura e composicdo arterial (Adaptado de:
Blausen.com staff (2014). "Medical gallery of Blausen Medical 2014")

Os vasos sanguineos sdo compostos por 3 camadas (também chamadas de
tunicas) concéntricas: tunica adventicia (camada mais externa), média (camada
intermediaria) e intima (camada mais interna) (Figura 2). A quantidade relativa de
cada camada e a sua configuragcdo modificam-se de acordo com a funcdo do vaso
sanguineo.

A tlnica adventicia é a camada mais externa do limen do vaso. E formada
por tecido conjuntivo, fibroblastos orientados longitudinalmente, fibras colagenas e
elasticas, tecido adiposo perivascular (PVAT) e outros tipos de células, como
mastdcitos e macrofagos. E através da tanica adventicia que penetra uma rede de
vasos de pequeno calibre, chamados vasa vasorum, e fibras nervosas que inervam
0 musculo liso das artérias.

A tdnica média é formada predominantemente por células musculares lisas
(CMLs) e por fibras colagenas e elasticas. Essa camada, além de servir como
suporte muscular da parede arterial, é responsavel pela atividade vasomotora, de
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modo que é a contracdo ou relaxamento das CMLs que afeta o didmetro interno do
vaso.

A tdnica intima do vaso estd em contato direto com o0 sangue circulante e é
formada pelo endotélio, uma monocamada de células epiteliais, lamina basal e
lamina eldstica interna.

O endotélio € uma monocamada de células endoteliais que funciona como
uma barreira fisica entre o sangue e o tecido subjacente do vaso sanguineo e atua
também como um 6rgdo endocrino capaz de produzir e liberar diferentes
substancias metabolicamente ativas que podem interferir com crescimento,
migracdo e morte das CMLs, tonus vascular e fluidez sanguinea de acordo com
alteragbes hemodinamicas e estimulos hormonais (Colago et al., 2016).

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram pela primeira vez o importante
papel das células endoteliais durante o relaxamento induzido pela acetilcolina na
aorta isolada de coelho. Eles também demonstraram que esse relaxamento era
produzido pela ativacdo de receptores muscarinicos nas células endoteliais e essa
ativacao liberava uma poderosa substancia vasodilatadora que se difundia para as
CMLs vasculares. Essa substancia foi denominada "fator relaxante derivado do
endotélio - EDRF".

Nessa altura ja se sabia sobre a producdo da prostaciclina (PGly) pelas
células endoteliais (Moncada e Vane, 1979) e, com a proposta do papel essencial
das células endoteliais no controle vasomotor local, laboratérios de pesquisa
confirmaram a existéncia de respostas dependentes do endotélio e iniciaram a
busca pela identidade do misterioso EDRF e 0 mecanismo envolvido no controle do
tbnus vascular (Vanhoutte, 2009).

Rapoport e colaboradores (1983) observaram que alguns vasodilatadores
dependentes do endotélio induziam relaxamento da musculatura lisa através da
formacdo de GMP ciclico (GMPc) e consequente desfosforilacdo da cadeia leve de
miosina de forma semelhante aos nitrovasodilatadores, como por exemplo o
nitroprussiato de sodio (NPS).

Apenas em 1986, durante uma sessdo do simpésio "Mecanismos de
Vasodilatacdo”, realizada em Rochester, Furchgott e Ignarro sugeriram,
simultaneamente, que o EDRF seria o oxido nitrico (NO) (Ignarro et al., 1987;

Furchgott & Vanhoutte, 1989). Posteriormente, uma série de experimentos deu



respaldo a esta proposta e Palmer e colaboradores (1987) identificaram que o EDRF
era o NO. Essa descoberta deu a Furchgott, Murad e Ignarro o prémio Nobel de
Medicina em 1998.

Sabendo que, além da PGI; e do NO, as células endoteliais poderiam gerar
outros sinais que levariam a producao de diferentes EDRFs (De Mey et al., 1982) e
que esses sinais levavam a hiperpolarizacdo do mdusculo liso vascular, os
pesquisadores sugeriram a existéncia de fatores hiperpolarizantes derivados do
endotélio (EDHFs). A PGl, (Corriu et al., 1996a; Corriu et al., 1996b) e o NO
(Bolotina et al., 1994) também podem levar a uma hiperpolarizacdo do musculo liso
abrindo diretamente canais de potassio nas CML.

Os EDHFs representam um conjunto de fatores tais como: metabdlitos do
acido araquidonico, derivados da enzima do citocromo P450, endocanabinoides,
perdxido de hidrogénio, sulfeto de hidrogénio (H,S), peptideo natriurético tipo C,
entre outras substancias. A resposta mediada por esse fator pode ser induzida por
diferentes agonistas, como bradicinina, acetilcolina, histamina ou substancia P
(Garland et al.,, 1996). Mas, também, pode ser mediada pela ativacdo de
mecanosensores no vaso, como ocorre em alteracdes na presséo arterial e/ou na
tensdo de cisalhamento (Davies, 1995; Félétou e Vanhoutte, 2006). E importante
frisar que os EDHFs sdo muito importantes para o vasorelaxamento em vasos de
resisténcia (Feletou e Vanhoutte, 2006) e também podem compensar a auséncia do
NO endotelial (Ding et al., 2000; Brandes et al., 2000; Huang, et al., 2001).

Apbs a descoberta dos EDHFs, logo se tornou 6bvio que, em veias e artérias
(sob certas circunstancias), as células endoteliais poderiam também gerar fatores
contrateis derivados do endotélio (EDCF), tais como, angiotensina-ll, endotelina-1,
prostandides vasoconstritores, como tromboxano A, (TXA;), prostaglandina H;
(PGH,) e prostaglandina Foq (PGF2,), € as espécies reativas de oxigénio (EROs),
como o anion superoxido.

Através do equilibrio entre a liberagdo de substancias vasodilatadoras
(EDRFs) e vasoconstritoras (ECRFs) fica clara a funcdo primordial do endotélio na
regulacdo do tbnus vascular e do fluxo sanguineo. Qualquer alteracdo neste
equilibrio pode resultar em uma disfuncdo endotelial, um preditor de doenca
cardiovascular.

O NO € um gas instavel, com uma vida média muito curta e de facil difusdo
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através das membranas biolégicas (Welch e Loscazo, 1994). A variedade de
reacfes quimicas nas quais o NO pode participar é responsavel pela multiplicidade
de acdes que ele exerce no sistema vascular, tais como, vasodilatacao e prevencao
da proliferacdo e migracao de CMLs, adeséo de leucdcitos e agregacao plaquetaria.

A partir da descoberta do NO como um EDRF, o grupo de Salvador Moncada,
inspirado pelo trabalho de John Hibbs em macrofagos (Hibbs et al., 1987), provaram
gue as células endoteliais eram capazes de transformar o aminoacido L-arginina em
NO e citrulina, isolaram a fracdo enziméatica responsavel e forneceram inibidores
para essa enzima, como o L-N®-monomethyl Arginine citrate (L-NMMA) (Palmer et
al., 1988).

A disponibilidade de inibidores da NO sintase (NOS) permitiu a exploracdo do
papel fisiolégico do NO em tecidos e 6rgdos isolados e no organismo intacto.
Inibidores da NOS aumentaram a pressdo arterial in vivo, (Rees et al., 1989)
implicando o papel do mediador do endotélio na homeostase cardiovascular. No
entanto, rapidamente ficou claro que a funcdo do NO no organismo ndo esta
somente relacionada com o endotélio e que, na verdade, alteracées na producao e
disponibilidade do NO podem afetar quase todas as fungbes corporais (Andrew e
Mayer, 1999; Balligand et al., 2009).

Entéo, Bredt e Snyder (1990) isolaram a NOS do cérebro e foi descoberto que
haviam 3 isoformas da enzima (Bredt et al., 1991) classificadas na ordem de sua
clonagem: NOS neuronal (nNOS, NOS 1), NOS induzivel (iINOS, NOS 2) e,
finalmente, NOS endotelial (eNOS, NOS 3). A sintese de NO se da pela acédo da
NOS, que utiliza L-arginina e oxigénio molecular como substratos. A eNOS é a
isoforma predominante no endotélio e é responsavel pela maioria do NO produzido
neste tecido (FOstermann et al., 1994).

A elevacéo da concentracdo de calcio citosdlico e a ativagéo pelo complexo
célcio-calmodulina (Ca**-CAM) é o principal mecanismo de ativacéo das isoformas
constitutivas da NOS. O complexo Ca?*-CAM se liga ao seu sitio especifico e facilita
a transferéncia de elétrons do NADPH, via as flavinas FAD e FMN, no dominio
redutase para o heme no dominio oxigenasse. O dominio oxigenase liga o cofator
essencial tetrabiopterina (BH,4), oxigénio molecular e substrato L-arginina. No heme,
0s elétrons sdo usados para reduzir o oxigénio para oxidar a L-arginina formando L-
citrulina e NO (Crane et al., 1998; Alderton et al., 2001). Contudo, a atividade da



enzima pode ser regulada também pela fosforilagdo em residuos de serina (Ser),
treonina (Thr) e tirosina (Tyr). Diferentes quinases, em estudos in vitro, foram
capazes de fosforilar o residuo Ser''’” da eNOS e ativa-la, como: Aktl (Fulton et al.,
1999; Gallis et al., 1999), proteina quinase A (PKA) e a proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosine (AMPK) (Chen et al., 1999; Michell et al., 2001).

O estrégeno e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) fosforilam a
eNOS principalmente através da Ser/Thr quinase Akt; a insulina ativa tanto Akt
guanto AMPK; a fosforilacdo induzida por bradicinina € mediada por proteina
quinase Il dependente de Ca®'-CAM (CaMKIl); e o estresse de cisalhamento pode
estimular a eNOS via fosfoinositideo 3-quinase (PI13K)-Akt (Dimmeler et al., 1999;
Fulton et al., 1999).

O residuo Thr*® é um sitio regulador negativo e sua fosforilagdo esta
associada a reducao da atividade enzimatica. A quinase constitutivamente ativa que
fosforila este sitio € muito provavelmente a proteina quinase C (PKC). A

desfosforilacdo do sitio Thr*®

também é uma das maneiras de ativacdo da eNOS,
gue pode ser realizada por fosfatases, como a fosfatase 1 (PP1) (FOstermann e
Sessa, 2012).

ApoOs ser sintetizado nas células endoteliais, 0 NO tém uma meia-vida muito
curta e se difunde para o musculo liso, onde reage rapidamente com o ferro (Fe?")
do grupo heme do sitio ativo da enzima guanilato ciclase soltuvel (GCs),
estimulando-a a produzir a guanosina monofosfato ciclica (GMPc), que, por sua vez,
ativa a proteina quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG exerce varias acdes
no musculo liso vascular, levando a hiperpolarizacdo e desfosforilagdo da cadeia
leve de miosina, inibicdo da interacdo da cabeca da cadeia leve da miosina com a
actina, resultando em relaxamento do musculo liso vascular (Rapoport e Murad,
1983; Castel e Vaudry, 2001).

Alteracbes na conformacdo da eNOS, reducdo e/ou deficiéncia do co-fator
essencial BH4, do substrato L-arginina ou na atividade das enzimas que ativam a

eNOS podem levar a uma disfuncao endotelial.

1.2.1. Envelhecimento vascular:
Uma das estruturas onde as alteracdes do envelhecimento sdo bem

evidenciadas sdo as artérias elasticas, como a aorta e seus principais ramos. No
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esquema demonstrado na Figura 3 podemos observar uma compilagdo das
caracteristicas observadas durante o envelhecimento nessas artérias (Whitlock e
Hundley, 2015).

Essas artérias encontram-se proximas ao coracdo e recebem o sangue com
uma maior pressao sanguinea do ventriculo esquerdo. Para se expandir e receber o
volume de sangue ejetado durante a sistole essas artérias tém paredes muito
distensiveis porque possuem grande quantidade de elastina na sua camada média
podendo se expandir e retornar ao seu estado original durante a diastole, o que
garante que o fluxo sanguineo seja mantido sem grandes varia¢cdes durante o

relaxamento cardiaco (Nichols, 2011; Michelini e Rossoni, 2008).
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Figura 3 — Efeitos do envelhecimento arterial na composicéo e estrutura das camadas
vasculares. Na figura acima, a representacdo das principais caracteristicas do
envelhecimento na artéria aorta em comparagdo com um individuo jovem: na camada intima
do vaso podemos observar principalmente um espessamento desta camada, hiperplasia
endotelial, disfuncdo endotelial e deposicdo de colageno; a camada média apresenta
adegradacdo de elastina, maior deposicdo de coldgeno, maior proliferacdo de células
musculares lisas; e na camada adventicia pode se observar uma maior deposicao de
coldgeno (adaptado de: Whitlock e Hundley, 2015).



A espessura da parede vascular esté relacionada a composicado da parede
vascular, ou seja, quantidade de musculo liso, fibras de elastina e colageno; e a
pressdo sanguinea que o vaso tera que suportar. Devido as artérias elasticas serem
as primeiras a receber o sangue ejetado do coracdo, com uma alta presséo
sanguinea, elas sdo caracterizadas por terem uma parede com espessura
tipicamente maior do que as pequenas artérias e veias (Westernhof et al., 2008;
Michelini e Rossoni, 2008).

Uma das caracteristicas mais proeminentes do envelhecimento no sistema
vascular é o espessamento da parede em grandes artérias elasticas, sendo que a
espessura da camada intima-média de artérias carétidas aumenta 2-3 vezes entre 0
20° e 0 90° ano de idade (Lakatta, 1993; Lakatta e Levy, 2003).

No envelhecimento, o0 aumento do espessamento intima-média €
acompanhado por dilatacdo do lumen e aumento na rigidez, com reducdo na
complacéncia e distensibilidade das artérias. Esse aumento, em uma determinada
idade, prediz a coexisténcia de doenca arterial coronariana silenciosa. O
envelhecimento é o mais forte preditor da rigidez arterial (Vlachopoulos et al., 2010).

Estudos post-mortem indicam que o espessamento da parede adrtica que
ocorre com o envelhecimento consiste principalmente em espessamento da camada
intima, mesmo em populacdes com baixa incidéncia de aterosclerose (Virmani et al.,
1991), sendo caracterizada por aumento da deposicao de colageno e a presenca de
CMLs desorientadas (Lakatta et al.,, 2009). Este remodelamento arterial em
humanos saudaveis ocorre no contexto da disfuncado endotelial associada a idade
(Celermajer et al.,, 1994), sendo que a disfuncdo endotelial € um dos principais
mecanismos pelos quais o envelhecimento aumenta o risco de DCV (Rodriguez-
Mafas et al., 2009; Celermajer et al., 1994; Taddei et al., 1997; Gerhard et al.,
1996).

A disfuncdo endotelial & claramente multifatorial. No esquema demonstrado
na Figura 4 podemos observar alguns possiveis mecanismos envolvidos na
disfuncdo endotelial induzida pelo envelhecimento, que tém como consequéncia um
desequilibrio caracterizado pelo aumento na producdo de EROs, fatores
vasoconstritores derivados da cicloxigenase (COX) e uma reducdo da
biodisponibilidade do principal vasodilatador produzido pelo endotélio, o NO (Ferrari
et al., 2003, Matz e Andriantsitohaina, 2003, Brandes et al., 2005).
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O desequilibrio oxidativo esta relacionado com o aumento da producédo de
EROs, como o anion superéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, e
espécies reativas de nitrogénio, como peroxinitrito (Brandes et al., 2005).

Uma das causas de reducdo da biodisponibilidade de NO € a reacao entre o
NO com anion superoxido formando o radical peroxinitrito, que é citotdxico e nado
possui acdo vasodilatadora. As principais fontes geradoras de anion superoxido em
vasos sanguineos de animais e humanos velhos sdo as mitocondrias (Zoltan et al.,
2010; Tang et al., 2014), NADPH oxidase (Hamilton et al., 2001; Lasségue et al.,
2012) e eNOS desacoplada (Delp et al., 2008; Li e Forstermann, 2013).

Além da reacdo do NO com o anion superdxido, a reducdo da atividade da
eNOS também pode contribuir para a reducéo da disponibilidade de NO. A reducao
da atividade da eNOS pode ser devido a deficiéncia de L-arginina, aumento de
inibidores endb6genos da eNOS, deficiéncia dos cofatores da eNOS ou menor
expressdo dessa enzima (Matz e Andriantsitohaina, 2003).

Combinacdes desses processos ocorrendo em graus variados determinam o

perfil geral de envelhecimento vascular de um determinado individuo.
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Figura 4 - Possiveis mecanismos envolvidos na disfungéo
endotelial induzida pelo envelhecimento. Em verde, reduzido no
envelhecimento: producdo de NO, L-arginina e substratos da eNOS,
cofatores da eNOS (tetrahidrobiopterina — BH4), expressdo e/ou
atividade da eNOS, quinases que fosforilam a eNOS (ex. Akt, AMPK,
PKA) e, consequentemente, a vasodilatacdo. Em vermelho, aumentado
no envelhecimento: inibicdo do sitio ativo da eNOS por analogos da L-
arginina (dimetilarginina simétrica — ADMA), atividade da iNOS,
degradagcdo da L-arginina por arginases, producdo de tromboxano
(TXA,), producéo de radical superoxido (O,) e de peroxinitrito (ONOO).
Adaptado de El Assar et al., 2012.

Apesar dos tratamentos efetivos para varios fatores de risco cardiovasculares
estabelecidos, como hipertensdo arterial e hipercolesterolemia, a incidéncia de
doencas cardiovasculares devera aumentar a medida que a populacdo envelhece
(Barodka et al., 2011). Assim, torna-se crucial compreender 0S mecanismos
envolvidos no processo de envelhecimento e principalmente os mecanismos
envolvidos no envelhecimento vascular para entender a biologia por tras das

doencas cardiovasculares e buscar novos alvos terapéuticos.

1.3. Tecido adiposo perivascular (PVAT)

O PVAT é um tecido adiposo diferenciado que circunda a maioria dos vasos
sanguineos, com excec¢ao dos vasos sanguineos cerebrais e da microcirculacéo, e
estd em contato direto com a camada mais externa do vaso (adventicia) sem
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nenhuma estrutura laminar ou barreira que os separem (Gao et al., 2007; Huang et
al., 2008), podendo influenciar a homeostase vascular secretando mediadores e
horménios de forma paracrina. O PVAT é constituido por adipdcitos, pré-adipdcitos,
vasa vasorum, células do sistema imunoldgico (ex: macrdfagos, mastécitos e
linfécitos T), fibroblastos, células-tronco e inervacéo (Szasz e Webb, 2012). Porém,
de acordo com a localizagéo do leito vascular em que o PVAT se encontra esses
tipos celulares e as suas quantidades podem variar (Gao, 2007).

O PVAT possui origem celular diferente dos demais tipos de tecido adiposo.
Como foi observado por Chang e colaboradores (2012), a delecdo condicionada do
PPARy em células que expressam SM22al impedem o desenvolvimento de PVAT
em camundongos, sem interferir no desenvolvimento dos outros depdsitos, como:
interscapular, gonadal, inguinal, subcutaneo e periepididimal. O trabalho indica que o
SM22a, gene expresso em precursor de CMLs vasculares, deve ser expresso
transitoriamente em células precursoras de PVAT ou que PVAT e as CML
vasculares compartilham um precursor comum.

Ainda ndo h& na literatura uma classificacdo definitiva do PVAT. Mas
podemos classificar os tipos celulares encontrados no PVAT de acordo com a sua
semelhanca com os tipos celulares encontrados no tecido adiposo branco, marrom e
bege. O PVAT do segmento toracico da aorta € composto por adipécitos
semelhantes aos marrons, por serem multiloculares, possuirem grande namero de
mitocdndrias e maior expressao da proteina desacopladora 1 — UCP-1 (Cinti, 2011;
Fitzgibbons et al., 2011). Ja o PVAT localizado no segmento abdominal da aorta e
em artérias mesentericas, por exemplo, € composto por adipocitos semelhantes aos
brancos, sendo grandes e uniloculares e com uma menor area de vascularizagédo e
inervacao (Brown et al., 2014; Padilla et al., 2013).

Outro tipo de adipécito € o denominado bege, que possuem caracteristicas
morfolégicas de adipdcitos brancos, como uma vesicula de armazenamento de
lipideos, e de adipocitos marrons, como a expressao da proteina UCP-1 (Waldén et
al., 2012). Ainda ndo esta bem esclarecido na literatura se esses adipocitos estéo
presentes no tecido por meio da diferenciacdo e maturacdo de células precursoras,
sendo sua origem embrionaria diferente dos demais adipodcitos, ou se originam a
partir de transdiferenciagdo dos adipécitos brancos, processo chamado de
“browning” (Bolus e Hasty, 2018). No PVAT, estudos demonstraram a presenca de
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adipécitos beges somente a partir do processo de “browning” (Kéng et al., 2018),
porém maiores esclarecimentos ainda sdo necessarios (Hildebrand et al., 2018).

O PVAT pode ser considerado um 6rgdo enddcrino que libera acidos graxos
livres por lipélise e varias proteinas bioativas, chamadas adipocinas, incluindo
adiponectina, leptina e citocinas inflamatorias, como a interleucina-6 e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) (Aghamohammadzadeh e Heagerty, 2012). Assim como
os tipos celulares do PVAT podem variar de acordo com o leito vascular, as
substancias liberadas pelo PVAT também podem variar de acordo com a sua
localizacéo (Galvez-Prieto et al., 2008).

Em 1991, Soltis e Cassis foram os primeiros a sugerirem que o PVAT seria
um regulador do ténus vascular, quando demonstraram que a presenca do PVAT
reduzia a vasoconstricdo induzida por noradrenalina em aorta toracica de ratos.
Esse efeito mediado pelo PVAT foi inibido pela desipramina, indicando a presenca
de mecanismos de captacéo e remocéao de catecolaminas no PVAT (Soltis e Cassis,
1991).

Uma década depois, outro estudo importante foi realizado em ratos Sprague-
Dawley por Lohn e colaboradores (2002). Eles demonstraram que o PVAT atenua
acentuadamente a resposta contratii a angiotensina Il, fenilefrina e serotonina,
vasoconstritores que nao estdo sujeitos aos mecanismos de recaptacdo de
catecolaminas, em preparacdes de anéis de aorta toracica. Assim, o efeito anti-
contratil do PVAT nédo estaria somente relacionado a recaptacdo de catecolaminas,
como demonstrado por Soltis e Cassis, mas também a liberacdo de fatores que
induzem relaxamento do musuculo liso (L6hn et al., 2002).

O mesmo grupo propds que o PVAT liberava um fator, que chamaram de
ADRF (fator relaxante derivado do adipdcito). A liberagdo do ADRF era ca®
dependente, regulado por vias de sinalizacdo intracelular envolvendo tirosina
quinase e PKA, ndo dependente de terminacbes nervosas perivasculares e do
endotélio. Além disso, o efeito anti-contratii do PVAT sobre o tbnus arterial
mesentérico se daria pela abertura de canais para potassio voltagem dependentes
(Kv), que promoveria hiperpolarizacdo da membrana celular do mdusculo liso
vascular (Verlohren et al., 2004). Estes estudos foram os primeiros a sugerirem que
o PVAT era mais do que uma estrutura de suporte para o vaso sanguineo e tinha um

importante papel na regulagdo do ténus vascular de vasos sanguineos com pequeno
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e grande calibre. Em seguida, diversos trabalhos mostraram que na presenca do
PVAT, artérias e veias de diferentes espécies, incluindo humanos, exibem menores
contracdes, para uma variedade de vasoconstritores, do que quando desprovidas de
PVAT (Soltis e Cassis, 1991; Dubrovska et al., 2004; Gollasch e Dubrovska, 2004;
Greenstein et al., 2009), de modo que a presenca desse tecido adiposo se mostra
relacionada com efeitos vasculares benéficos em individuos saudaveis. Contudo, 0s
mecanismos pelos quais o PVAT promove este efeito anticontratil podem variar de
acordo com 0 agonista, leito vascular e espécie de animais estudados (L6hn et al.,
2002; Gao et al., 2007; Weston et al., 2013; Margaritis et al., 2013).

Atualmente, sabemos que o PVAT pode liberar vérios fatores vasodilatadores,
como ADRF (Lohn et al., 2002; Dubrovska et al., 2004; Verlohren et al., 2004,
Galvez et al.,, 2006), leptina (Payne et al., 2010; Dashwood et al., 2011),
adiponectina (Meijer et al., 2013; Weston et al., 2013), angiotensina 1-7 (Lee et al.,
2009), H,0, (Gao et al., 2007), H,S (Schleifenbaum et al., 2010), prostaglandinas
(Ozen et al., 2013), palmitato (Lee et al., 2011) e NO (Gil-Ortega et al., 2010). Além
disso, sob estimulo elétrico, o PVAT também libera fatores vasoconstritores, como a
angiotensina Il (Lu et al., 2010) e o anion superéxido (Gao et al., 2006).

O PVAT expressa os componentes do sistema renina-angiotensina (Galvez-
Prieto et al., 2008) e uma maquindaria complexa de produc¢éo e remocédo de EROs e
RNS (Gao et al., 2006; Gao et al., 2007; da Costa et al., 2016), contendo, entre
outras, NADPH oxidase (Marchesi et al., 2009), eNOS (Dashwood et al., 2007; Xia et
al., 2016), Cu/Zn-superoxido dismutase (SOD) e Mn-SOD (Victorio et al., 2016;
Baltieri et al.,, 2018). A producdo de horménios esteroides estradiol, cortisol e
aldosterona (Briones et al., 2012; Victorio et al., 2016) pelo PVAT também é
possivel, embora ainda n&o totalmente comprovada (Szasz e Webb, 2012; Assersen
et al., 2018).

Ha evidéncias que a interacdo entre o PVAT e a parede vascular é
bidirecional, permitindo que o PVAT atue como um sensor do estresse oxidativo e
inflamacé@o vascular e, em resposta, ha uma alteracdo em seu comportamento
secretor e consequentemente seus efeitos paracrinos na parede vascular (Margaritis
et al., 2013).

Uma razéo significativa para investigar o PVAT é a perda do efeito
anticontratil do PVAT em DCV e fatores de risco. Gao e colaboradores (2005)
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demonstraram que o efeito anticontratii do PVAT parece estar perdido em um
modelo animal de obesidade, apesar de maiores quantidades de PVAT. Da mesma
forma, o nosso grupo demonstrou que a obesidade, induzida por dieta hiperlipidica,
inibe a acdo anticontratii do PVAT em artérias mesentéricas (Hashimoto, 2016).
Esses achados sugerem que o PVAT pode desempenhar um papel na patologia das
DCV.

Fang e colaboradores (2009) mostraram que em ratos normotensos velhos, a
producdo endbégena de H,S em aorta e PVAT estava diminuida. Kong e
colaboradores (2018) demonstraram que o envelhecimento induz uma redugdo do
“‘browning” no PVAT de aorta toracica de ratos hipertensos SHRs e sugeriram que a
adenosina pode ser um potencial ADRF, que esta reduzida no PVAT de aorta
toracica de animais velhos. Portanto, a acdo anticontratii do PVAT parece ser
prejudicada no envelhecimento, que é um fator de risco para DCV, de modo que o
PVAT é um potencial alvo terapéutico.

Apesar de alteracdes vasculares ja terem sido caracterizadas durante o
envelhecimento, aspectos do PVAT no envelhecimento ainda sdo pouco conhecidos
e permanece a questdo de quando, temporalmente, as mudancas no PVAT ocorrem
em relagdo a disfuncdo endotelial. Por isso, hd uma necessidade de se explorar a
sua funcédo e mecanismos envolvidos nesta condi¢cédo, que poderiam apontar novos
alvos terapéuticos para prevencao e/ou tratamento de doencas cardiovasculares em

individuos idosos (Akoumianakis et al., 2016).

1.4. SAMP-8 - Modelo murino de envelhecimento

O maior desafio em estudar as alteracbes e mecanismos envolvidos no
processo de envelhecimento é a longa duracdo dos estudos. Nesse sentido, o
SAMP-8 (do inglés, senescence-accelerated mouse prone - 8 ) é considerado um
modelo animal atil para o estudo do processo de envelhecimento (Takeda et al.,
1981).

A linhagem de camundongos SAMP €& considerada um modelo de
envelhecimento precoce e foi desenvolvida a partir do cruzamento entre irmaos da
linhagem AKR/J, modelo murino para estudos de leucemia, que apresentavam
caracteristicas de exaustdo severa. Dentro do mesmo grupo de AKR/J havia
padrdes diferentes de envelhecimento entre 0os animais e 0s autores estabeleceram
um score de envelhecimento que pontuava as caracteristicas como falta de brilho na
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pelagem, rugosidade da pele, lesdes oftalmologicas e tempo de vida (Hosokawa et
al., 1983).

A partir deste score, foi realizado o cruzamento entre machos e fémeas que
obtiveram score mais elevado e, apds cinco cruzamentos, as caracteristicas
avaliadas se mantiveram e passaram a ser desenvolvidas mais precocemente,
surgindo assim a linhagem SAMP. Dentre esses, havia os animais que, com a
mesma faixa etaria, ndo desenvolviam envelhecimento precoce — score baixo — e,
por isso, foram denominados “resistentes a senescéncia acelerada” (SAMR).

Atualmente sdo descritas nove linhagens de SAMP (SAMP-
1/2/3/6/7/8/9/10/11) e trés de SAMR (SAMR-1/4/5). As linhagens foram
caracterizadas de acordo com determinadas caracteristicas em comum. Por
exemplo, a linhagem SAMP-8, SAMP-6 e SAMP-10 foram amplamente utilizadas
como modelo de déficit cognitivo, devido a alteracdes cerebrais semelhantes a da
doenca de Alzheimer; além de disfuncdo cardiaca e desregulacdo do sistema
imunoldgico (Butterfield e Poon, 2005; Forman et al., 2011).

Fémeas da linhagem SAMP-8 apresentam alteracdes vasculares similares as
observadas com o envelhecimento cronoldgico, pois apresentam aumento na
vasoconstricdo induzida por fenilefrina e U46619 (andlogo do TXA;) e reducdo na
vasodilatacao induzida por acetilcolina, que aparecem apenas a partir dos 6 meses
de idade (Novella et al.,, 2010; Novella et al., 2013). Machos de camundongos
SAMP-8 também apresentam alteracfes da reatividade vascular aos 6-7 meses de
idade (Lloréns et al., 2007), porém a avaliacdo temporal das alteracbes vasculares
no modelo SAMP-8 até agora s6 foram bem caracterizadas em fémeas (Jiménez-
Altayo et al., 2013; Novella et al., 2013; Onetti et al., 2013; Dantas et al., 2014).

Fémeas de camundongos SAMP-8 apresentam menor déficit de memoaria do
gue machos na mesma idade (Flood et al., 1995), sendo que os machos ja
apresentam discreta alteracdo aos dois meses de idade (Miyamoto et al., 1986) e
aos quatro meses de idade ja apresentam marcado déficit de meméria, aumento da
ansiedade e depressao (Yanai e Endo, 2016). Os horménios sexuais femininos
conferem protecdo no sistema vascular tanto em modelos experimentais de
hipertenséo arterial como em mulheres hipertensas (Dantas et al., 2002; Ong et al.,
2008). Portanto, machos de camundongos SAMP-8 podem apresentar alteracdes

vasculares em idade mais jovem do que fémeas. Assim, com esse estudo
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pretendemos caracterizar as alteracdes vasculares e a ac¢do anticontratil do PVAT
em machos de camundongos SAMP-8 com 3 meses de idade, validando esse
camundongo como modelo para os estudos que buscam entender 0s mecanismos e

alvos terapéuticos para o envelhecimento vascular.
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2. OBJETIVO
Avaliar a reatividade vascular e a influéncia do PVAT da aorta toracica de

camundongos SAMP-8 e seus controles SAMR-1 machos.

2.1.Delineamento experimental

- Avaliar o relaxamento, dependente do endotélio e induzido por doador de NO, e a
contracdo em aorta toracica, na auséncia e presenca de PVAT, de camundongos de
3 meses de idade.

- Avaliar a modulagdo da contracdo pelo endotélio e NO em aorta toracica, na
auséncia e presenca de PVAT, de camundongos de 3 meses de idade.

- Avaliar a influéncia de EROs na contracdo em aorta toracica, na auséncia e
presenca de PVAT, de camundongos SAMP-8 de 3 meses de idade.

1177 & enzimas antioxidantes e

- Avaliar o contetdo da eNOS fosforilada em serina
geracao de anion superéxido na aorta toracica e PVAT de camundongos SAMP-8 de

3 meses de idade.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0s
preceitos da lei brasileira n°® 11.794 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle e Experimentagédo Animal (CONCEA). O projeto foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo (USP) sob o numero
73/2016 e 82/2017. As matrizes de camundongos SAMP-8 e SAMR-1 foram cedidas
pela Dra. Ana Paula Dantas do Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i
Sunyer, Universidade de Barcelona. As linhagens SAMP-8 e SAMR-1 foram
mantidas com o0 cruzamento entre irmdos no Biotério do Departamento de
Farmacologia (ICB/USP). Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, que foram alojadas no Biotério do Departamento de Farmacologia, em
ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12 horas/12

horas) com livre acesso a racdo e agua.

3.2. Caracterizacao
3.2.1. Evolucao ponderal e consumo de racéao, calorias e agua

Um grupo de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 foram pesados
semanalmente e o consumo semanal médio de racdo, calorias e &gua foi
determinado a partir dos 21 dias de vida (dia do desmame) até o dia da eutanasia

aos 3 meses de idade, equivalente a 9 semanas de acompanhamento.

3.2.2. Glicemia, comprimento naso-anal e obtencao do sangue e tecidos

Os camundongos com 3 meses de idade foram anestesiados com tiopental
sédico (50 mg/kg, i.p.) na sala de experimentacdo do biotério e transportados em
uma caixa apropriada para o laboratorio. A glicemia foi determinada por fitas reativas
“OneTouch-Ultra” e glicosimetro “OneTouch-Lifescan” (Johnson & Johnson, EUA)
em amostra de sangue obtida por puncédo caudal no animal em restricdo total de
alimentos por 4 horas.

Em seguida, o comprimento naso-anal dos camundongos foi aferido com
auxilio de uma régua e as amostras de sangue foram coletadas por puncdo do

ventriculo esquerdo e transferidas para tubos contendo EDTA (BD Biosciences).
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Entdo, as cavidades toracica e abdominal foram abertas e foram removidos: aorta
tordcica, depositos de gordura periepididimal, retroperitoneal, inguinal e
interscapular, masculo gastrocnémio, coracéo e tibia (esquerda). Aorta toracica foi
colocada em uma placa contendo solucdo nutriente Krebs-Henseleit modificado
(composicdo em mM: NaCl 130; KCI 4,7; NaHCO3 14,9; CaCl,.2H,0 1,6; KH,PO,4
1,18; MgS0O,4.7H,0 1,17; EDTA 0,026; e glicose 5,5).

3.2.3. indice de Lee, contetido de gordura e massa magra

O indice de Lee foi determinado utilizando-se a férmula: [massa corporal® (g)
/lcomprimento naso-anal (cm)] x 100. A massa das gorduras (periepididimal,
retroperitoneal, inguinal e interscapular) e do musculo gastrocnémio foram corrigidas
pela massa corpérea aos 3 meses de idade. A massa do ventriculo esquerdo foi

corrigida pelo comprimento da tibia.

3.2.4. Concentracédo plasmatica de colesterol total e triglicérides

A partir das amostras de sangue foi obtido o plasma dos animais por
centrifugagéo (3.000 rpm por 15 minutos) e os lipideos foram dosados por ensaios
colorimétricos (kits Liquiform, Labtest, Brasil).

3.3. Reatividade vascular

A aorta toracica foi removida como descrito anteriormente e a regiao
descendente da aorta toracica foi seccionada em quatro anéis transversais de 2,0
mm de comprimento que foram separados da seguinte maneira:

- 0 endotélio e o PVAT foram mantidos integros — PVAT(+);

- 0 endotélio foi mantido integro e o PVAT foi removido — PVAT(-);

- 0 endotélio foi removido mecanicamente com a fricgdo do limen com uma
haste metéalica e o PVAT foi mantido integro — PVAT(+)/E(-);

- 0 endotélio e o PVAT foram removidos — PVAT(-)/E(-).

Os anéis foram, entdo, transferidos para cubas de miografo de forca
(MultWire Myograph System 620M, DMT, Dinamarca), preenchidas com solucéo de
Krebs-Henseleit gaseificada com 95% de O, e 5% de CO,, e fixados com dois
ganchos de ago inoxidavel, inseridos no limen dos anéis, para medida de tensao
isométrica. O miografo foi conectado a um sistema de aquisicdo de dados
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(PowerLab, ADInstruments, Austrdlia) e a um computador para registro das
respostas vasculares.

Apos a montagem dos anéis nas cubas, as preparacdes foram mantidas sob
tensdo basal de 1,0 g por 45 minutos a 37°C para estabilizacdo, com trocas de
solugdo nutriente e ajuste de tensdo a cada 15 minutos. Esta tensdo basal foi a
tensdo que resultou na forca contratii méxima padronizada em experimentos
anteriores no laboratério (Soares et al.,, 2017). Apdés o periodo de estabilizagéo,
solucéo de cloreto de potassio (KCl, 96 mM) foi adicionada a cuba e mantida durante
15 minutos, com a finalidade de avaliar a integridade do muasculo liso. A presenca ou
nao do endotélio foi avaliada pelo relaxamento induzido pela acetilcolina (10> M) em
anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (10 M, concentracdo que produz 50%
da resposta maxima).

A contragdo ao KCI foi semelhante entre os anéis tanto da linhagem SAMR-1
(PVAT-: 0,79 + 0,05 g; PVAT+: 0,78 + 0,06 g; PVAT-/E-: 0,78 + 0,10 g; PVAT+: 0,78
+ 0,16 g) quanto da linhagem SAMP-8 (PVAT-: 0,88 + 0,03 g; PVAT+: 0,94 £+ 0,04 g;
PVAT-/E-: 0,77 £ 0,11 g; PVAT+: 0,81 + 0,13 g). O endotélio foi considerado integro
quando o relaxamento induzido pela acetilcolina foi superior a 70% para 0s
camundongos SAMR-1 e a 60% para os SAMP-8. Anéis em que o endotélio foi
removido foram incluidos no estudo se o relaxamento fosse inferior a 10% nas duas
linhagens.

Apds o procedimento de padronizacdo e nova estabilizacdo de 30 minutos,
foram realizadas as curvas concentracdo-resposta para 0 vasoconstritor
noradrenalina (agonista adrenérgico nao-seletivo) e, apos lavagem com solucéao de
Krebs-Henseleit e um novo periodo de estabilizacdo foram realizadas as curvas
concentracdo-resposta para os vasodilatadores acetilcolina (agonista muscarinico,
vasodilatador dependente do endotélio) e nitroprussiato de sodio (NPS, doador de
NO) em anéis pré-contraidos com fenilefrina. Durante a realizagdo dos
experimentos, a ordem de realizacdo das curvas foi alternada.

Em uma série de experimentos, as curvas concentragdo-resposta para
noradrenalina foram realizadas na presenca do inibidor da NOS L-NAME (10 M) ou
inibidor ndo seletivo da COX indometacina (10° M) ou a enzima que decompde o
H,O, catalase (100 U/ml) ou SOD (150 U/ml), adicionados 30 minutos antes do inicio

da curva.
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Ao final do experimento, a contracdo induzida por KCI (96 mM) durante 60
min foi avaliada em anéis E(+) com a finalidade de avaliar se a presenca do PVAT
compromete mecanicamente a capacidade de contracdo do musculo liso. A resposta
de relaxamento foi expressa como porcentagem de relaxamento da contragcéo
induzida pela fenilefrina e a resposta de contragdo foi expressa como aumento da
tensao a partir da tensao basal (g).

3.4. Western blotting

3.4.1. Coleta dos tecidos

Para realizacdo dos experimentos de Western blotting e determinacdo do
conteudo de anion superéxido, o segmento toracico da aorta, com o PVAT mantido
integro (PVAT+), foi dividido em duas partes e transferidos para tubos contendo 1 ml
de solucdo de Krebs-Henseleit aquecida a 37°C e gaseificada com 95% de O, e 5%
de CO,. Em seguida, os tubos foram mantidos em estufa a 37°C por 10 minutos. Em
seguida, os segmentos de aortas PVAT+ foram transferidos para um novo tubo
contendo 1 ml de solucdo de Krebs-Henseleit aquecida e gaseificada contendo
noradrenalina (10 M) ou tubo contendo apenas 1 ml de solugéio de Krebs-Henseleit
(basal). Em experimento prévio, onde se avaliou o tempo de incubacao (5, 10, 20 e
30 minutos) com noradrenalina, o tempo de 10 minutos foi escolhido porque foi 0
tempo em que houve aumento da fosforilacdo da eNOS em comparacédo ao basal
sem promover saturacdo. Apds 10 minutos de incubacédo, as aortas PVAT+ foram
retiradas dos tubos e colocadas em solucdo de Krebs-Henseleit gelada contendo
ortovanadato de sédio (10 M), fluoreto de sédio (10™ M) e pirofosfato de sédio (10
Y, para inibicdo de fosfatases. O PVAT foi separado da aorta e ambos foram
banhados em solugdo de Krebs-Henseleit gelada, secados em papel filtro e

congelados em nitrogénio liquido e mantidos em -80°C.

3.4.2. Western blotting

Os tecidos mantidos a -80°C foram pulverizados em almofariz de porcelana
com auxilio de um pistilo, homogeneizados e incubados por 30 minutos com tamp&ao
de lise RIPA (Thermo Scientific) a 4°C. Os extratos do PVAT foram, primeiramente,
centrifugados a 3.500 g, a 4°C, por 5 minutos para separagdo da gordura e,
posteriormente, 0s extratos teciduais do PVAT e da aorta, foram centrifugados a
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10.000 g, a 4°C, por 30 minutos para a remoc¢do do material insollivel. Apés a
centrifugacédo, o sobrenadante foi removido e utilizado para a quantificacdo do
conteudo proteico total, utilizando-se o método BCA (acido bicinconinico, Thermo
Scientific). ApOs a quantificacdo de proteinas, as amostras foram tratadas e
armazenadas com tampao de Laemmli contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM).

Posteriormente, 30 ug de proteinas foram aplicadas em gel de poliacrilamida
(SDS PAGE, 10%) e submetidos a eletroforese em aparelho para mini gel (BioRad,
Hercules, EUA) a 100 V. Em cada gel foi aplicado também um marcador de peso
molecular com valores estabelecidos. A transferéncia das proteinas separadas no
gel foi feita overnight eletricamente para uma membrana de PVDF ou Nitrocelulose,
utilizando-se aparelho da BioRad a 230 mA.

As membranas foram, entdo, incubadas com solucdo bloqueadora,
constituida por TBS-T (Tris, 10 mM, pH 7,4; NaCl, 150 mM; Tween 20, 0,02%) e
albumina bovina (3% ou 5%), em temperatura ambiente por 1 hora, para reduzir as
ligacdes inespecificas dos anticorpos na membrana. Posteriormente, as membranas
foram incubadas individualmente com os anticorpos primarios (Tabela 1) diluidos em
solucdo bloqueadora, por aproximadamente 14 horas a 4°C. Em seguida, as
membranas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com solucdo TBS-T em
temperatura ambiente e incubadas com os anticorpos secundarios IgG conjugados
com peroxidase, diluidos em solu¢édo bloqueadora. O procedimento de lavagem foi
repetido e, entdo, as membranas foram reveladas com solucdo quimioluminescente
como descrito pelo fabricante do kit (Clarity Max™ Western ECL Substrate, Biorad).
A quimioluminescéncia foi detectada em um fotodocumentador (Chemidoc) e a
intensidade das bandas foi quantificada por densitometria Optica através da
utilizacdo do programa ImageJ (NIH, EUA). A densidade Optica foi normalizada pela
densidade Optica das bandas coradas com Ponceau da respectiva amostra

(Romero-Calvo et al., 2010) e os valores expressos em unidade arbitraria (UA).
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Tabela 1 — Anticorpos utilizados para Western blot

Anticorpos Primarios Diluicéo Marca N° Catalogo
Phospho-eNOS (Serl1177) 1:1000 Cell Signalling #9571
eNOS 1:1000 BD #610297
Mn-SOD 1:1000 Usptate #06-984
Cu/Zn-SOD 1:1000 Upstate #07-403
Catalase 1:2000 Sigma #C0979

3.5. Determinacdo do conteudo tecidual de anion superéxido pelo método de
guimioluminescéncia da lucigenina

A geracéo de anion superéxido na aorta e no PVAT foi avaliada por ensaio de
quimioluminescéncia, utilizando a lucigenina como aceptor de elétrons e NAD(P)H
como substrato, como descrito anteriormente (da Costa et al.,, 2018). O
procedimento foi realizado em aorta e PVAT, basal ou estimulado como descrito no
item 3.4.1. Os tecidos foram colocados em tubos individuais no tamp&o de trabalho
(KH2PO4, 50 mM; EGTA, 1 mM; sacarose, 150 mM, pH 7,4). Os ensaios foram
realizados em volume final de 100 pL, contendo amostra, lucigenina (5 pL),
NAD(P)H (0,1 mM) e tampao. A luminescéncia foi medida por 30 ciclos de 18
segundos cada. A geracdo de anion superoéxido foi expressa em unidades relativas

de luminescéncia normalizada pelo peso seco do tecido em relacéo ao sinal basal.

3.6. Andlise estatistica

A resposta méaxima e o log da EC50 (log da concentracédo que induz 50% da
resposta maxima) foram obtidos a partir da analise de regressdo nao linear para
cada curva concentracdo-resposta. Os resultados sdo mostrados como meédia * erro
padrdao da média. A andlise estatistica foi realizada por teste t-Student ou analise de
variancia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, seguida de teste de
multiplas comparacdes Tukey. O nivel de significancia aceito foi P < 0,05. O n

representa o numero de animais avaliados.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo do modelo experimental
4.1.1 Evolucdo ponderal, consumo de agua e racéo
Camundongos SAMP-8 apresentaram menor massa corpérea em
comparacao com os camundongos SAMR-1 da mesma idade (Figura 5A).
Os animais SAMP-8 j& apresentaram menor peso em relagdo ao SAMR-1 no
momento do desmame e essa diferenca de peso se manteve até os 3 meses de
idade. O consumo de racdo e agua pelos camundongos SAMP-8 foi reduzido em

relacdo ao consumo de camundongos SAMR-1 (Figura 5B e C).
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Figura 5 - Massa corp6rea ao longo de 9 semanas (A) e consumo médio por semana
de ragéo (B) e 4gua (C) de camundongos SAMR-1 e SAMP-8. No grafico A: cada ponto
representa média £+ EPM; * P < 0,05 (ANOVA duas vias); n = 10 animais/grupo. Nos
gréficos B e C: as barras representam média + EPM; * P < 0,05 (Teste t); n = 10.
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4.1.2. Indice de Lee, massa dos dep0sitos de gordura, massa magra e do
ventriculo esquerdo

O indice de Lee (Figura 6A), massas dos depositos de tecido adiposo branco
retroperitoneal (Figura 6B) e periepididimal (Figura 6C) e marrom interscapular
(Figura 6D), massa do musculo gastrocnémio (Figura 6E) e a massa do ventriculo
esquerdo (Figura 6F) de camundongos SAMP-8 foram semelhantes aos dos

camundongos SAMR-1.
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Figura 6 - indice de Lee {[peso corporall/3(g)/comprimento naso-anal (cm)] x 100} (A),
massa relativa dos depoésitos de gorduras retroperitoneal (B), periepididimal (C) e
interscapular (D), massa do gastroecnémio (E) e massa do ventriculo esquerdo (F) de
camundongos SAMR-1 e SAMP-8 aos 3 meses de idade. As barras representam
média £ EPM. Teste t: P > 0,05. N = 10 animais/linhagem.
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4.1.3. Parametros bioguimicos

A glicemia (Figura 7A) e a concentracdo plasmatica de colesterol total e
triglicerideos (Figura 7B) foram semelhantes em camundongos SAMP-8 e SAMR-1.
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Figura 7 - Glicemia e concetrac@o plasmatica de colesterol total e triglicerideos. Colesterol
total (A), triglicerideos (B) e glicemia (C) de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 aos 3 meses
de idade. As barras representam média + EPM. Teste t: P > 0,05. N = 10 animais/linhagem.

4.2. Relaxamento dependente do endotélio e influéncia do PVAT em
camundongos com 3 meses de idade

A acetilcolina promoveu relaxamento dependente de concentracdo nos anéis
de aorta toracica de camundongos SAMP-8 e SAMR-1, tanto na auséncia (PVAT-)
guanto na presenca (PVAT+) de PVAT (Figura 8A e 8B). A comparacao entre as
curvas mostrou que o relaxamento induzido pela acetilcolina foi menor em anéis
PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMP-8 em relacdo as curvas dos respectivos
anéis de SANR-1 (Figura 8A e 8B).

Em relacdo aos parametros farmacologicos das curvas concentracédo-reposta
para acetilcolina, a diferenca de Rmax dos anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8
em relacdo aos respectivos anéis de camundongos SAMR-1 néo alcancou nivel de
significancia (P = 0,08), mas a diferenca entre os anéis PVAT(+) de camundongos
SAMP-8 e SAMR-1 foi significante (Figura 8C). A Rmax dos anéis PVAT(+) dos
camundongos SAMR-1 e SAMP-8 foi semelhante a Rmax dos anéis PVAT(-) dos
respectivos camundongos (Figura 8C). O log EC50 nos anéis PVAT(-) e PVAT(+) de
camundongos SAMP-8 nédo foi diferente ao log EC50 dos respectivos anéis de
camundongos SAMR-1, mas foi reduzido em anéis PVAT(+) em relacdo aos anéis
PVAT(-) das respectivas linhagens (Figura 8D).
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Figura 8 - Curva concentracdo-resposta (A e B), resposta maxima (C) e sensibilidade (D,
log EC50) para acetilcolina em anéis de aorta toracica, na presenca do endotélio e com
(PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto, de camundongos
SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com pds-teste de Tukey: * P
< 0,05, SAMP-8 versus SAMR-1; * P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Nomero de animais
avaliados encontra-se entre parénteses.

4.3. Relaxamento ao doador de NO e influéncia do PVAT em camundongos
com 3 meses de idade

O NPS promoveu relaxamento dependente de concentragdo nos anéis de
aorta toracica sem endotélio de camundongos SAMP-8 e SAMR-1, tanto na
auséncia (PVAT-) quanto na presenca (PVAT+) de PVAT (Figura 9A). A comparacao
entre as curvas para NPS mostrou que o relaxamento, tanto em anéis PVAT(-)
quanto PVAT(+), foi semelhante entre as linhagens (Figura 9A). N&o houve

diferenca entre os anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMR-1, mas o
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relaxamento em anéis PVAT(+) foi reduzido em relacdo aos anéis PVAT(-) de
camundongos SAMP-8 (Figura 9A e 9B).

A Rmax e o log EC50 das curvas para NPS dos anéis PVAT(-) e PVAT(+) de
camundongos SAMP-8 foi semelhante aos respectivos anéis de SAMR-1 (Figura 9C
e 9D). Esses parametros foram semelhantes entre os anéis PVAT(+) e PVAT(-) de
camundongos SAMR-1. Contudo, a sensibilidade (log EC50) foi reduzida em anéis
PVAT(+) em relacdo aos anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8, sem diferenca

para a Rmax.
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Figura 9 - Curva concentracdo-resposta (A e B), resposta maxima (C) e sensibilidade (D,
log EC50) para nitroprussiato de sodio (NPS) em anéis de aorta toracica, na auséncia do
endotélio (E-) e com (PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto,
de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com poés-
teste de Tukey: * P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Numero de animais avaliados
encontra-se entre parénteses.
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4.4. Contracdo induzida por agonista adrenérgico e influéncia do PVAT em
camundongos com 3 meses de idade

A noradrenalina promoveu contracdo dependente de concentracdo nos anéis
de aorta toracica com endotélio de camundongos SAMP-8 e SAMR-1, tanto na
auséncia (PVAT-) quanto na presenca (PVAT+) de PVAT (Figura 10A e 10B). A
comparacao entre as curvas para noradrenalina mostrou que a contracao foi maior
em anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8 em relacdo aos respectivos anéis de
camundongos SAMR-1, mas ndo houve diferenca entre os anéis PVAT(+) das duas
linhagens (Figura 10A e 10B).

A contracao foi menor em anéis PVAT(+) em relacdo a dos anéis PVAT(-) de
camundongos SAMP-8, mas na linhagem SAMR-1 ndo houve diferenca entre os
anéis PVAT(-) e PVAT(+) (Figura 10C). A Rmax em anéis PVAT(-) de camundongos
SAMP-8 foi aumentada em relacdo a dos anéis PVAT(-) de camundongos SAMR-1
(Figura 10C). Porém, em anéis PVAT(+) de camundongos SAMP-8, a Rmax foi
similar a dos anéis PVAT(+) de camundongos SAMR-1 (Figura 10C). A Rmax foi
reduzida nos anéis PVAT(+) em relacdo aos anéis PVAT(-) nos animais SAMP-8,
mas ndo houve diferenga entre os anéis PVAT(-) e PVAT(+) da linhagem SAMR-1
(Figura 10C). O log EC50 nos anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMP-8
foi semelhante aos respectivos anéis de camundongos SAMR-1. Reducdo na
sensibilidade (log EC50) a noradrenalina foi observada nos anéis PVAT(+) em
relacdo aos anéis PVAT(-) apenas na linhagem SAMR-1 (Figura 10D).

A contragdo induzida pelo KCI em aorta toracica ndo foi diferente entre as
linhagens ou modificada pela presenca do PVAT (SAMR-1, PVAT-: 1,55 = 0,09;
SAMR-1, PVAT+: 1,52 + 0,10; SAMP-8, PVAT-: 1,55 + 0,11; SAMP-8, PVAT+: 1,57
+0,11).
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Figura 10 - Curva concentragdo-resposta (A e B), resposta maxima (C) e sensibilidade (D,
log EC50) para noradrenalina em anéis de aorta toracica, na presenc¢a do endotélio e com
(PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto, de camundongos
SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com p0s-teste de Tukey: * P
< 0,05, SAMP-8 versus SAMR-1; ¥ P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Nimero de animais
avaliados encontra-se entre parénteses.

4.4.1. Modulacéo da contracao pelo endotélio e NO em anéis sem e com PVAT

A comparacdo entre as curvas para noradrenalina nos aneis PVAT(-) e
PVAT(+) do SAMR-1 mostrou que a remocao do endotélio (E-) e a incubagédo com L-
NAME aumentaram a contragdo a noradrenalina em relacdo aos anéis com
endotélio integro e ndo incubados com L-NAME (E+) (Figura 11A e 11B). A Rmax e
a sensibilidade (log EC50) em anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMR-1
também foram aumentadas quando o endotélio foi removido e na presenca de L-
NAME (Figura 11C e 11D).

Na linhagem SAMP-8, a comparacao das curvas para noradrenalina, assim
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como a Rmax e a sensibilidade, mostraram que a remocdo do endotélio (E-) e a
incubacdo com L-NAME ndo modificaram a contragdo a noradrenalina em anéis
PVAT(-) (Figura 11E, 11G e 11H). Entretanto, em anéis PVAT(+) do SAMP-8, a
remocao do endotélio (E-) e a incubagcdo com L-NAME aumentaram a contracéo a
noradrenalina em relacdo aos anéis com endotélio integro e que ndo foram
incubados com L-NAME (E+) (Figura 11F, 11G e 11H).

O aumento da contracdo a noradrenalina promovido pela incubacdo com L-
NAME em anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8 foi menor do que aquele
observado nos respectivos anéis de camundongos SAMR-1 (Figura 12). O efeito
promovido pelo L-NAME foi semelhante entre os anéis PVAT(+) das duas linhagens.
Esse efeito foi menor em anéis PVAT(+) em relacéo ao efeito observado em anéis
PVAT(-) de camundongos SAMR-1, sendo que o efeito promovido pelo L-NAME foi
semelhante em anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMP-8 (Figura 12).
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Figura 11 - Curva concentracdo-resposta (A, B, E e F), resposta maxima (C e G) e sensibilidade (D e H, log EC50) para noradrenalina em
anéis de aorta toracica, na presenca (E+) e na auséncia (E-) do endotélio e com (+) ou sem (-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto e
incubados com inibidor da sintese de 6xido nitrico (L-NAME), de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas
vias com p6s-teste de Tukey: * P < 0,05 versus seus respectivos anéis E(+). Nimero de animais avaliados encontra-se entre parénteses.
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Figura 12 - Porcentagem de aumento promovido pelo inibidor da sintese do 6xido
nitrico (L-NAME) nos anéis da aorta toracica, na presenca de endotélio e com (PVAT+)
ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) de camundongos SAMR-1 e
SAMP-8 aos 3 meses de idade. Os dados foram expressos como média + EPM. Teste
ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Tukey: * P < 0,05, SAMP-8 versus
SAMR-1; * P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). N = 9 animais/linhagem.
4.5. Conteudo proteico de eNOS e efeito do estimulo por noradrenalina sobre
a fosforilagcdo da eNOS em aorta toracica e PVAT
4.5.1 AORTA
N&o houve diferenca no conteudo proteico da eNOS total entre as aortas de
camundongos SAMR-1 e SAMP-8. Nao houve diferenca na razdo p-eNOS/eNOS
entre as linhagens na situacdo basal, porém, sob estimulo com noradrenalina (10
M), a razdo p-eNOS/eNOS foi reduzida em camundongos SAMP-8 em relacdo ao
SAMR-1 (Figura 13). O estimulo com noradrenalina aumentou a fosforilacdo na
serina®’’ da eNOS em aorta de camundongos SAMR-1 em relacdo a condicdo
basal, mas ndo houve diferenca significativa. Em aorta de camundongos SAMP-8, o
estimulo com noradrenalina ndo modificou a razdo p-eNOS/eNOS em relacdo a
condi¢éo basal (Figura 13).
4.5.2 PVAT
No PVAT, ndo houve diferenca significativa do conteiudo proteico da eNOS
total entre as linhagens. Na condi¢do basal, a razdo p-eNOS/eNOS no PVAT de
camundongos SAMP-8 foi reduzida em relagdo a camundongos SAMR-1, mas, sob
estimulo com noradrenalina, essa razao foi semelhante no PVAT das duas linhagens
(Figura 13). O estimulo com noradrenalina reduziu a razdo p-eNOS/eNOS no PVAT
de camundongos SAMR-1 em relacdo a condicdo basal, mas ndo modificou essa
razao no PVAT de camundongos SAMP-8 (Figura 13).
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Figura 13 - Contelido proteico da eNOS total (B e D) e fosforilada em serina'*’’ (A e C) em aorta e PVAT, sem (basal) e com estimulo (estimulado)

com noradrenalina, de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 aos 3 meses de idade. Os graficos mostram a densidade Otica referente a banda da
eNOS normalizada pela densidade ética das bandas coradas com Ponceau e da eNOS fosforilada em serina'*’’ normalizada pela eNOS total das
respectivas amostras. As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias seguido pelo pés-teste de Tukey: * P < 0,05, SAMP-8 versus
SAMR-1; ‘p< 0,05, estimulado versus basal. n= 5-6 animais/grupo.
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4.6. Modulacéo da contracao pelas EROs em anéis sem e com PVAT

A comparagao das curvas, assim como da Rmax, mostrou que a incubacao
com SOD nédo alterou a resposta a noradrenalina nos anéis PVAT(-), porém
aumentou essa resposta em anéis PVAT(+) de SAMR-1, em relacdo aos anéis
controles que ndo foram incubados (controle) (Figura 14). Em animais SAMP-8, a
incubacdo com a SOD dos anéis PVAT(-) reduziu a contracdo a noradrenalina. No
entanto, nos anéis PVAT(+), a incubacdo com a SOD ndo alterou a resposta
induzida pela noradrenalina (Figura 14).

N&o houve diferenca significativa da resposta a noradrenalina na auséncia
(controle) e presenca de catalase, tanto em anéis PVAT(-) quanto PVAT(+) de
camundongos SAMR-1 (Figura 15). Em animais SAMP-8, a incubagéo com catalase
dos anéis PVAT(-) reduziu a contragdo a noradrenalina em relacdo aos anéis que
nao foram incubados (controle) (Figura 15). No entanto, a incubacdo com catalase

nao alterou a resposta dos anéis PVAT(+) do SAMP-8 (Figura 15).
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4.7. Expressao das enzimas SOD e catalase e geracao de anion superéxido em
aorta toracica e PVAT de camundongos de 3 meses de idade

O conteudo proteico da Cu/Zn-SOD e da Mn-SOD na aorta toracica e no
PVAT foram semelhantes entre as linhagens (Figura 16). A expressdo proteica da
catalase foi semelhante em aortas toracicas de SAMR-1 e SAMP-8 e foi reduzida no
PVAT dos animais SAMP-8 em relacdo ao SAMR-1, mas nao houve diferenca
significativa (Figura 16).

Na condicdo basal, a geracdo de anion superoxido em aorta toracica €
semelhante em camundongos SAMP-8 e SAMR-1. Estimulo com noradrenalina ndo
modificou a geracdo de anion superoxido em aorta toracica de camundongos SAMR-
1, mas aumentou a producdo de anion superoxido em aorta toracica de
camundongos SAMP-8 (Figura 16).

No PVAT, a geracdo de anion superoxido na condicdo basal foi aumentada
em camundongos SAMP-8 em relagdo aos camundongos SAMR-1 (Figura 16). Nao
houve diferenca significativa na geracao de anion superéxido no PVAT sob estimulo
com noradrenalina entre as linhagens, pois o estimulo aumentou a geracéo de anion
superoxido no PVAT de camundongos SAMR-1 em relacdo a condicdo basal
(Figura 16). Contudo, € necessario aumentar o “n” amostral para a condigao

estimulada dessa linhagem (n = 3).

4.8. Modulacdo da contracdo pelos produtos da COX em anéis sem e com
PVAT

A incubacdo com indometacina nao alterou a resposta a noradrenalina nos
anéis PVAT(-) e PVAT(+) de animais SAMR-1 e SAMP-8 (Figura 17).
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densidade Otica referente a banda das enzimas normalizada pela densidade 6tica das bandas coradas com Ponceau das respectivas amostras e
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5. DISCUSSAO

As principais dificuldades dos estudos experimentais da biologia vascular
durante o envelhecimento sdo o tempo de espera para o animal envelhecer e 0 uso
de animais em diferentes idades, que pode dificultar a interpretacdo dos resultados
(Folkow e Svanborg 1993; King e Luscher 1995; Zieman et al.,, 2001; Zhou e
Frohlich, 2003; Llorens et al., 2005). Camundongos SAMP-8 envelhecem de forma
acelerada e previsivel, uma vantagem que permite que o trabalho experimental seja
realizado em um tempo conveniente e padrao.

Em fémeas da linhagem SAMP-8, sabemos que as alteragbes vasculares
similares as observadas com o envelhecimento cronolégico aparecem a partir dos 6
meses de idade (Novella et al., 2010; Novella et al., 2013). Apesar de machos dessa
linhagem também apresentarem alterac6es da reatividade vascular aos 6-7 meses
de idade (Lloréns et al., 2007), a avaliacdo temporal dessas alteracdes s6 foram
bem caracterizadas em fémeas. Sabendo que fémeas de camundongos SAMP-8
apresentam menor déficit de memdéria do que machos na mesma idade (Flood et al.,
1995), sendo que os machos ja apresentam discreta alteracdo aos dois meses de
idade (Miyamoto et al., 1986), que os horménios sexuais femininos conferem
protecdo no sistema vascular (Dantas et al., 2002; Ong et al., 2008), caracterizamos
as alteracbes vasculares e a acao anticontrati do PVAT em machos de
camundongos SAMP-8 com 3 meses de idade. No presente estudo, demonstramos
qgue, em machos da linhagem SAMP-8, alteracGes vasculares semelhantes aquelas
que ocorrem no processo de envelhecimento humano, como aumento da
vasoconstricdo e reducao da vasodilatacdo a acetilcolina, foram expressas ja aos 3
meses de idade. Assim, este modelo pode ser util na investigacdo das alteracdes
vasculares relacionadas ao envelhecimento.

Em nosso estudo, a glicemia e a concentracdo de colesterol e triglicerideos
no plasma nao foram diferentes entre os camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3
meses de idade. Da mesma forma, o indice de Lee e os depdsitos de gordura néao
foram diferentes entre as linhagens, o que descarta uma possivel contribuicdo das
alteracbes metabdlicas para a disfuncdo vascular observada em camundongos
SAMP-8. Além disso, ndo avaliamos a pressao arterial em nosso estudo, mas em
um trabalho publicado por Reed e colaboradores (2011) foi observado que, aos 3
meses de idade, a pressdo arterial ndo estava alterada em machos SAMP-8,
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sugerindo, assim, que mudancas na reatividade vascular da aorta toracica precedem
0 aumento da presséao arterial associado ao envelhecimento, semelhante ao que foi
encontrado em fémeas SAMP-8 (Novella et al., 2013a; Novella et al., 2013b; Vidal-
Gomez et al., 2016).

Os resultados do presente estudo mostram que camundongos SAMP-8
machos aos 3 meses de idade apresentaram disfuncdo endotelial, mostrada pela
reducdo do relaxamento dependente do endotélio e a auséncia de modulacédo da
contracdo pela remocao do endotélio e inibicdo da sintese de NO nos anéis PVAT(-).
O fato da resposta ao doador de NO ndo estar alterada em aorta toracica reforca a
presenca de disfuncdo endotelial, mais do que reducéo da capacidade do musculo
liso de responder aos fatores endoteliais, em camundongos SAMP-8. Disfuncéo
endotelial com capacidade preservada do musculo liso vascular de responder ao NO
também € observada com o envelhecimento natural em animais (Taddei et al., 1995,
1997; Gerhard et al., 1996) e humanos (Rodriguez-Mafas, 2009).

Em relacdo as fémeas da linhagem SAMP-8, a disfuncdo endotelial nos
machos aparece mais precocemente, uma vez que em fémeas observa-se tal
alteracdo a partir dos 6 meses de idade (Novella et al., 2013), que corrobora dados
da literatura em que o envelhecimento é associado a uma disfuncao endotelial que
ocorre de forma precoce em homens comparado as mulheres (Celermajer et al.,
1994).

O NO é o fator mais importante envolvido na regulacdo endotelial da funcao
vascular e tem acgles vasoprotetoras como: vasodilatagdo/modulacdo negativa da
contracdo e inibicdo da proliferacdo e migracdo de CMLs, adeséao de leucocitos e
agregacéao plaquetéaria (Xia e Fostermann, 2015). Reducéo da disponibilidade de NO
ocorre no envelhecimento (Barton et al., 1997; Cernadas et al., 1998; Van der Loo et
al., 2000) e o mesmo ocorre no modelo de envelhecimento acelerado SAMP-8.
Diferente ao observado em machos da linhagem SAMR-1 (controle, que né&o
apresenta envelhecimento acelerado), a inibichio da NOS com L-NAME nao
aumentou a contragdo de maneira significativa em aorta toracica de machos da
linhagem SAMP-8 de 3 meses de idade, indicando reducédo da disponibilidade de

NO. Reforcando esses achados, a fosforilacdo da eNOS em serina™*’’

apos estimulo
com noradrenalina foi reduzida em aorta toracica de machos SAMP-8 em relacéo

aos machos SAMR-1. Fémeas SAMP-8 apresentaram diminuicdo da producdo do
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NO e da expressao génica e proteica da eNOS apenas aos 6 meses de idade
(Novella et al., 2013b).

Juntamente com o0 comprometimento da biodisponibilidade do NO, os
vasoconstritores derivados da COX medeiam a contracdo aumentada a fenilefrina
em camundongos SAMP-8 fémeas e ratos machos Sprague-Dawley velhos (Briones
et al., 2005; Vidal-Gomez et al., 2016; Costa et al.,, 2017). Diferentemente, em
camundongos SAMP-8 machos, os fatores derivados da COX ndo modulam o
aumento da vasoconstricdo a noradrenalina em aorta toracica, mostrando que 0s
mecanismos que levam as alteracdes vasculares podem variar entre fémeas e
machos e de acordo com 0 agonista vasoconstritor utilizado.

Além dos prostanoides derivados da enzima COX, aumento na geracdo de
EROs, principalmente o anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila
(Brandes et al., 2005), inclusive EROS mitocondriais (Sohal et al., 1994; Sohal et al.,
2002), pode estar envolvido no aumento da vasoconstricdo observada no
envelhecimento. O anion superoxido ganha destaque por sua capacidade de reduzir
a biodisponibilidade de NO (Gryglewski et al., 1986), transformando-o em
peroxinitrito (ONOO-), que é citotdxico e ndo possui acdo vasodilatadora.

O peroxinitrito € considerado uma espécie reativa do nitrogénio por causa da
sua alta reatividade com proteinas, DNA e lipidios. Ao contrario do anion superoxido,
0 peroxinitrito € mais estavel e penetra na célula causando modificacdes oxidativas
de macromoléculas, especialmente lipidios, DNA e proteinas via rea¢des de nitracao
de residuos de tirosina e cisteina ou via mecanismos mediados por radicais indiretos
(Gryglewski et al., 1986; Radi et al., 1991).

A SOD, descoberta por Mc Cord e Fridovich em 1969, tem papel fundamental
na defesa do organismo contra as EROs, pois atua na remocdo do radical
superéxido. A SOD catalisa a dismutagdo do anion superoxido em oxigénio
molecular e/ou peroxido de hidrogénio. Por sua vez, a catalase decompde o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (Gaetani et al., 1989). O
peréxido de hidrogénio promove uma resposta ambigua no sistema vascular, sendo
considerado um EDHF e tendo um papel vasodilatador (Matoba et al., 2000, 2002)
ou sendo um vasoconstrictor, dependendo da sua concentracdo (Gao, et al., 2003).
O perdxido de hidrogénio € uma EROs e na presenca de metais de transicdo
catalitica (ex: Fe?") pode produzir uma espécie altamente reativa, o radical hidroxila
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(Sindler et al., 2012).

Ao avaliarmos o0s possiveis mecanismos envolvidos nesta disfungéo
endotelial e na vasoconstricdo aumentada apresentada pelos machos SAMP-8 de 3
meses de idade, observamos que, além da fosforilacdo da eNOS estar reduzida, a
producdo de &nion superoxido estad aumentada na aorta toracica estimulada com
noradrenalina, um indicio de que h&d um desequilibrio na producdo de EROS na
aorta desses camundongos. Esse dado corrobora os resultados da reatividade
vascular, em que observamos que anion superoxido e peroxido de hidrogénio
medeiam o aumento da vasoconstricdo a noradrenalina em aorta toracica de
camundongos SAMP-8. Lloréns e colaboradores (2007) observaram acumulo do
marcador de peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo, malonaldeido (MDA), em
aortas de camundongos machos SAMP-8 aos 6-7 meses de idade. Nosso estudo
mostra que pode haver estresse oxidativo em aorta toracica jA aos 3 meses de
idade. Apesar do aumento da geracao de EROs, ndo ha alteracdo da expressao das
enzimas antioxidantes Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e catalase na aorta toracica de
camundongos SAMP-8. Apesar de ter sido demonstrado uma reducdo, em funcao
da idade, de enzimas antioxidantes Mn-SOD e catalase no cortex cerebral de
camundongos SAMP-8 (Sato et al.,, 1996; Kurokawa et al., 2001), este processo
parece ser diferente no sistema vascular. Além disso, em arteriolas do musculo
esquelético de ratos Fischer 344 velhos (22 meses de idade) também n&o houve
reducdo do conteudo proteico de Cu/Zn-SOD (Semsei et al., 1991).

Apesar da disfungdo endotelial em machos SAMP-8 de 3 meses de idade, o
PVAT da aorta toracica parece estar funcional, pois observamos efeito anticontratil
sobre a vasoconstricdo induzida pela noradrenalina. De maneira inesperada, nao foi
observado um efeito anticontratil do PVAT da aorta toracica de machos SAMR-1 de
3 meses de idade.

O efeito anticontratil promovido pelo PVAT da aorta toracica observado em
machos SAMP-8 de 3 meses de idade parece ser dependente do endotélio, pois a
remocao simultdnea do endotélio e do PVAT aumentou a contracdo a noradrenalina,
mas esse aumento foi de mesma magnitude daquele promovido pela remoc¢ao nao
simultanea dos tecidos, ou seja, o efeito ndo foi somatdrio. A participacdo do
endotélio no efeito anticontratil promovido pelo PVAT néo € clara. Enquanto Victorio
e colaboradores (2016) mostraram que o efeito anticontratil promovido pelo PVAT da
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aorta toracica de ratos Wistar de 3-4 meses de idade sobre a resposta a fenilefrina
ndo foi dependente do endotélio, Gao e colaboradores (2007), também avaliando o
efeito anticontratil em aorta toracica de ratos Wistar (300-350 g) sobre a resposta a
fenilefrina, demonstraram que o PVAT promove efeito anticontratii de maneira
dependente e independente do endotélio. O mecanismo dependente do endotélio
envolve a liberacdo de um ADRF, que induz relaxamento dependente do endotélio
por meio da liberacdo de NO e ativacdo subsequente dos canais para potassio
dependentes de célcio, enquanto o mecanismo independente envolve peroxido de
hidrogénio e ativacdo de GCs (Gao et al., 2007).

Em diferentes estudos sobre a fun¢do anticontréatil do PVAT, o NO se mostrou
estar envolvido neste efeito em artérias mesentéricas em resposta a noradrenalina
(Gil-Ortega et al., 2010; Lynch et al., 2013; Gil-Ortega et al., 2014) e aorta toracica
em resposta a fenilefrina (Lohn et al., 2002; Dubrovska et al., 2003; Victorio et al.,
2016). Ao avaliarmos a modulacdo promovida pelo NO da vasoconstricdo a
noradrenalina na presenca do PVAT de machos SAMP-8, observamos que o NO
gue modula a resposta vasoconstritora parece ser proveniente do endotélio, pois
nao houve diferenca significativa do efeito promovido pela inibicdo da NOS com L-
NAME em anéis PVAT(-) e PVAT(+). Além disso, ndo houve um aumento da
fosforilacdo da eNOS no PVAT estimulado com noradrenalina em camundongos
SAMP-8. Portanto, NO parece nao participar do efeito anticontratil promovido pelo
PVAT da aorta toracica sobre a resposta a noradrenalina em machos SAMP-8 de 3
meses idade. Contudo, experimento adicional avaliando o efeito da inibicdo da NOS
em anéis PVAT(+) sem endotélio devera ser realizado para confirmar esse dado.

A auséncia de um efeito anticontrati do PVAT de aorta toracica de
camundongos SAMR-1 de 3 meses de idade é inesperada, uma vez que esse efeito
ja foi demonstrado em diversos vasos sanguineos e espécies (Lohn et al., 2002;
Dubrovska et al., 2004; Verlohren et al., 2004; Gao et al., 2005; Dashwood et al.,
2007; Malinowski et al., 2008; Victorio et al., 2016; Nbébrega et al., 2019). Contudo, a
auséncia do efeito anticontratil do PVAT de aorta toracica de camundongos SAMR-1
pode ser explicado pelo fato que o estimulo com noradrenalina promoveu reducao

da fosforilacdo da eNOS em serina™’’

(residuo que quando fosforilado aumenta a
atividade da enzima), mesmo estimulo que aumentou a fosforilagdo dessa enzima

na aorta toracica.
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O PVAT da veia safena atenua a contragdo induzida por noradrenalina
liberando PGE; e PGIl; e essas prostaglandinas podem atuar como ADRF (Ozen et
al., 2013). Porém, ao avaliarmos a modulacdo dos produtos da COX na
vasoconstricdo por noradrenalina em anéis com PVAT, o efeito anticontratil do PVAT
nao foi alterado, de modo que os fatores derivados da COX parecem néo estar
envolvidos nesse efeito em camundongos SAMP-8.

Apesar do seu efeito ambiguo, o peroxido de hidrogénio exerce seu efeito
vasodilatador por promover hiperpolarizacdo direta, atuando diretamente sobre
canais para potassio sensiveis a ATP (Katp) OU canais para potassio ativados pelo
calcio (Kca®") (Wei et al., 1996; Lacza et al., 2002). Peréxido de hidrogénio foi
descrito mediar o efeito anticontratil promovido pelo PVAT da aorta toracica de ratos
Wistar (Gao et al., 2007; Costa et al., 2016) e camundongos Balb/c (Nobrega et al.,
2019) de 3 meses de idade. Porém, ao avaliarmos a modulacao da resposta contratil
pelo peréxido de hidrogénio em anéis PVAT(+), a partir da incubacdo com catalase
ou aumento da dismutacdo de anion superoxido em peréxido de hidrogénio com
incubacdo com SOD, ndo observamos alteragdo na resposta em anéis PVAT(+) de
camundongos SAMP-8, e, portanto, o peréxido de hidrogénio também parece nao
estar envolvido no efeito anticontratil do PVAT desses animais. Além disso, qualquer
que seja o mediador desse efeito anticontratil, sua acdo nao é comprometida e ndo
envolve metabolismo de anion superoxido, pois a incubacdo com SOD nao alterou
esse efeito e a geracdo de anion superoxido esta aumentada no PVAT de
camundongos SAMP-8. De maneira também inesperada, em camundongos SAMR-
1, a incubacdo com SOD aumentou a contracdo induzida pela noradrenalina em
anéis PVAT(+) e o estimulo com noradrenalina aumentou a geragdo de anion
superéxido no PVAT, indicando que maior acimulo de perdxido de hidrogénio possa
potencializar a resposta contratil. Além disso, esse aumento da geragao de anion
superéxido também pode explicar a auséncia de um efeito anticontratil do PVAT de
camundongos SAMR-1. Contudo, experimentos adicionais sd0 necessarios para
confirmar esses dados.

A noradrenalina é uma catecolamina de ocorréncia natural que funciona como
um neurotransmissor no sistema nervoso simpatico. A noradrenalina estimula
diretamente o0s receptores adrenérgicos de forma nado seletiva. O receptor
adrenérgico B3 € expresso principalmente no endotélio e no tecido adiposo, tanto o
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tecido adiposo marrom quanto o branco (Nahmias et al., 1991; Krief et al., 1993).
Evidéncias indicam que a ativacdo do receptor adrenérgico B3 esta envolvida no
efeito anticontratil do PVAT (Weston et al., 2013; Saxton et al., 2018).

Weston e colaboradores (2013) observaram que o CL-316,243 (um agonista
seletivo de receptor B3-adrenérgico) promove liberacdo de adiponectina pelos
adipdcitos, que hiperpolariza os midcitos de vasos mesentéricos de ratos Sprague-
Dawley, por ativar os canais de potassio de alta condutancia dependente de calcio
(BKca). Além disso, 0 mesmo grupo mostrou que a ativacdo elétrica dos nervos
simpéticos no PVAT estimula a liberacdo de um fator anticontratil dependente da
ativacao do receptor B3-adrenérgico e de adiponectina (Saxton et al., 2018).

Em aortas de camudongos desprovidas de PVAT, o tratamento com
isoproterenol (agonista B-adrenérgico) aumenta a resposta contratil a fenilefrina e
esta associado a elevada geracdo de EROs e a reducao da biodisponibilidade de
NO (Davel et al., 2006 e 2014 e 2016; Xu et al., 2008). Além disso, o nivel de anion
superoéxido derivado da NADPH oxidase na parede arterial esta correlacionado com
o aumento da expressdo do gene ADIPOQ no PVAT que circunda o vaso,
aumentando a producao de adiponectina (Antonopoulos et al., 2015).

A modulagdo da fungdo vascular pelo PVAT ndo se limita & secrecdo de
fatores relaxantes. O PVAT da aorta e de artérias mesentéricas pode ter um
reservatério funcional de catecolaminas (Ayala-Lopez et al., 2014). O trabalho de
Soltis e Cassis (1991) mostrou que o efeito anticontratil do PVAT era abolido com a
inibicdo da captacdo de noradrnalina com desipramina. Além disso, o PVAT de
artérias mesentéricas de ratos Sprague-Dawley expressa o transportador de cations
organicos 3 (OCT3) (Ayala-Lopez et al., 2015), que parece estar envolvido no efeito
anticontratil do PVAT, pois a inibicdo desse transportador abole o efeito anticontratil
promovido pelo PVAT de artérias mesenéricas de camundongos C57BIl/6 (Saxton et
al., 2018).

Assim, pode ser provavel que, em camundongos SAMP-8, a sinalizagédo de
receptores [(-adrenérgicos na aorta toracica esta disfuncional, aumentando a
producdo de anion superoxido e favorecendo aumento da vasoconstricdo a
noradrenalina, mas, um efeito anticontrati do PVAT sobre a resposta a
noradrenalina € mantido pela ativagcdo de receptores B3-adrenérgicos funcionais
nesse tecido e agcéo da adiponectina como ADRF. Contudo, experimentos adicionais
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precisam ser realizados para comprovar essa hipétese.

6. CONCLUSAO

Em resumo, nosso estudo mostrou que:

1) o endotélio de camundongos SAMP-8 machos esta disfuncional aos 3
meses de idade;

2) reducdo da ativacdo da eNOS e maior geracdo de anion superoxido
parecem contribuir para 0 aumento da contracdo da aorta toracica de camundongos
SAMP-8 aos 3 meses de idade;

3) apesar da disfuncédo endotelial, o PVAT de camundongos SAMP-8 de 3
meses de idade exerce acao anticontratil;

4) a presenca do PVAT evidencia a modulacdo negativa da contracdo pelo
NO endotelial;

5) o efeito anticontratii promovido pelo PVAT de camundongos SAMP-8
parece nao envolver NO e produtos da cicloxigenase e o mecanismo envolvido ndo
é prejudicado pela maior geracado de anion superoxido no PVAT.

6) reducdo da ativacdo da eNOS e maior geracdo de anion superéxido no
PVAT de camundongos SAMR-1 podem explicar a falta da acao anticontratil nessa
linhagem.

Diante de todos os nossos dados, podemos concluir que, em camundongos
SAMP-8 machos de 3 meses de idade, a acdo anticontratil do PVAT aparece como
um mecanismo compensatorio a reducdo da modulacdo endotelial no controle do
tbnus vascular e que nao envolve NO e produtos da cicloxigenase, mas é

dependente da presenca do endotélio.
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