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RESUMO

O envelhecimento promove alteragdes vasculares e aumenta o0 risco para doencas
cardiovasculares. O tecido adiposo perivascular (PVAT) circunda a maioria dos vasos
sanguineos, protegendo-os e secretando fatores que modulam paracrinamente o ténus, a
estrutura e a mecanica arterial. No entanto, a influéncia do envelhecimento na funcéo do PVAT
ainda é pouco compreendida. Hipotetizamos que o envelhecimento estd associado a
modifica¢bes do PVAT, conduzindo-o a(ao) perda/prejuizo de sua funcéo vasoativa. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a funcdo do PVAT na aorta toracica (TOR), aorta abdominal
(ABD) e artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) sobre a reatividade vascular de ratos
Wistar jovens (03 meses de idade) e idosos (23 meses). Curvas de concentragcdo-resposta a
fenilefrina ou noradrenalina foram realizadas em anéis de aorta e AMR, respectivamente, na
presenca (+PVAT) e auséncia (-PVAT) do PVAT e auséncia de endotélio (E-). Para avaliar 0s
mecanismos envolvidos na contragdo, curvas foram realizadas na presenca do L-NAME
(inibidor ndo-seletivo da sintase de éxido nitrico), do MnTMPyP (mimético da superdxido
dismutase), e da indometacina (inibidor ndo-seletivo da ciclooxigenase). Em aneis de aorta
TOR e AMR de animais jovens, a +PVAT reduziu a contracdo em relagéo aos aneis -PVAT,
contudo, em animais idosos, a +PVAT nao modificou a resposta contratil na aorta TOR e AMR.
N&o houve diferenca na resposta contratil da aorta ABD em ambos 0s grupos. A inibicdo da
sintase do dxido nitrico (NOS) na +PVAT aumentou a resposta contratil na TOR e ABD
animais jovens e velhos. Em AMR, a +PVAT aumentou a resposta em animais jovens e reduziu
em animais idosos. No entanto, ndo houve modificacdo da resposta contratil em aneis -PVAT
em ambos 0s grupos. A incubagcdo com MnTMPyP, e indometacina ndo modificou a resposta
nas artérias de animais jovens, no entanto, reduziu a resposta nas trés artérias na +PVAT de
animais idosos, ndo modificando em aneis -PVAT. Nossos resultados sugerem que aos 23
meses de idade, ratos Wistar machos apresentam disfuncéo do PVAT, envolvendo a via do NO,
desequilibrio oxidativo e a participacao de prostanoides derivados da ciclooxigenase.

Palavras-chaves: PVAT; envelhecimento; artéria aorta; AMR.



ABSTRACT

Aging promotes vascular changes and increases the risk for cardiovascular disease. The
perivascular adipose tissue (PVAT) surrounds most blood vessels, protecting them and
secreting factors that parachrinally modulate the tone, structure and arterial mechanics.
However, the influence of aging on PVAT function is still poorly understood. We hypothesize
that aging is associated with modifications of PVAT, leading it to the loss / damage of its
vasoactive function. Therefore, the objective of this study was to evaluate the function of PVAT
in the thoracic aorta (TOR), abdominal aorta (ABD) and mesenteric arteries of resistance
(AMR) on the vascular reactivity of young Wistar rats (03 months of age) and elderly (23
months). Concentration-response curves to phenylephrine and noradrenaline were performed
in aortic rings and AMR, respectively, in the presence (PVAT+) and absence (PVAT-) of PVAT
and absence of endothelium (E-). To evaluate the mechanisms involved in the contraction,
curves were performed in the presence of L-NAME (non-selective inhibitor of nitric oxide
synthase), MnTMPyP (mimetic of superoxide dismutase) and indomethacin (non-selective
inhibitor of cyclooxygenase). In TOR and AMR aortic rings of young animals, the +PVAT
reduced the contraction in relation to the -PVAT rings, however, in elderly animals, the +PVAT
did not modify the contractile response in the aorta TOR and AMR. There was no difference in
the contractile response of the ABD aorta in both groups. Inhibition of nitric oxide synthase
(NOS) in +PVAT increased the contractile response in TOR and ABD young and old animals.
In AMR, +PVAT increased the response in young animals and reduced in elderly animals.
However, there was no modification of the response in -PVAT rings in both groups. Incubation
with MnTMPyP and indomethacin did not modify the response in the arteries of young animals,
however, it reduced the response in the three arteries in the +PVAT of elderly animals, not
modifying in -PVAT rings. Our results suggest that at 23 months of age, male Wistar rats
present PVAT dysfunction, involving the NO route, oxidative imbalance and the participation
of prostanoids derived from cyclooxygenase.

Keywords: PVAT; aging; aorta artery; AMR.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, indicadores do envelhecimento populacional tem mostrado uma
mudanca no processo demografico mundial, caracterizada por um maior crescimento da
populacdo com 60 anos ou mais em comparagdo aos demais grupos etarios. Em 1990,
individuos em idade ativa, 25-64 anos, constituia a maior parcela da populagéo (42%),
seguido por criangas de 0-14 anos (33%), jovens de 15-24 anos (19%) e por ultimo, idosos
com 60 anos ou mais (6%). No entanto, as estimativas atuais indicam que em 2050 ocorra
uma queda no namero de criancas e jovens (21% e 14%, respectivamente) e um aumento
no numero de idosos (16%) (Figura 1), presumindo que a propor¢do seja de um idoso

para cada seis pessoas (United Nations, 2019).

Figura 1. Populacéo global por faixa etaria, 1990-2050.
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Fonte: Adaptado de (World Population Ageing 2019: Highlights)

O envelhecimento é um processo de declinio funcional relacionado ao tempo que
compromete a eficacia dos mecanismos envolvidos na manutencdo da homeostase,
contribuindo para o desenvolvimento de doencgas crénicas e para a reducdo da qualidade
de vida (CERMAN; ERASLAN; CEKIC, 2015; JAROUDI et al, 2017; MACNEE, 2016;
GLASSOCK; RULE, 2016). Embora o envelhecer ndo seja sinbnimo de doenga, 0 avango
da idade per se é o principal fator de risco para a génese de varias comorbidades, em
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particular as doengas cardiovasculares (DCVs), que representam a principal causa de
morte nesta parcela da populagdo (TIMIRAS, 2007; CUTLER; MATTSON, 2006).
Durante o envelhecimento, o sistema cardiovascular (SCV) é acometido por alteracfes
moleculares, funcionais e estruturais que resultam em doencas como, hipertensdo arterial,
aterosclerose e miocardiopatias (PANENI, 2017; LAKATTA,; LEVI, 2003). Além disso,
o envelhecimento também cursa com alteracfes do tecido adiposo, caracterizadas por
aumento do seu volume, deposicdo em locais ndo convencionais, estresse oxidativo (EO)
e inflamacdo (KYLE et al.,, 2001; TCHKONIA et al.,, 2010; KUK et al., 2009;
SCHOSSERER, 2018; DONATO et al., 2014; FRANCESCHI et al., 2000; MANCUSO;
BOUCHARD, 2019). Tais modificagdes sdo correlacionadas ao desenvolvimento de

algumas doencas associadas a idade.

Em 1991, Soltis & Cassis demonstraram que o depoésito de tecido adiposo que
circunda os vasos sanguineos, denominado de tecido adiposo perivascular (PVAT), era
capaz de atenuar a contracdo a noradrenalina (NA) em anéis de aorta isolados de ratos,
sugerindo um possivel papel fisiolégico do PVAT no controle do ténus vascular. Varios
estudos se sucederam a esse achado e atualmente se sabe que o PVAT é um regulador da
homeostase vascular, exercendo efeito anticontratil através da producéo e liberacdo de
fatores que atuam tanto nas células endoteliais, como nas células musculares lisas
vasculares (CMLV). Além disso, alguns estudos tém revelado que alteracdes funcionais
e fenotipicas do PVAT estdo associadas as complicagcdes vasculares decorrentes da
obesidade (POLICE et al.,, 2009; BRIONES et al., 2012; BUSSEY et al., 2016),
hipertensdo arterial (GALVEZ et al., 2006a; LEE et al., 2009a;), infeccdo sistémica
(MADJID et al., 2007), injaria vascular (TAKAOKA et al., 2010) e aterosclerose
(HENRICHOT et al., 2005; LOHMANN et al., 2009), com perda ou reducdo da sua

funcdo anticontratil.

Como um reflexo do envelhecimento populacional, a busca pela compreensao das
alteracdes vasculares decorrentes do avanco da idade tem ganhado ainda mais forga nas
ultimas décadas. Entretanto, estudos que referenciam os efeitos do envelhecimento sobre
0 PVAT e suas ac¢Oes na funcdo vascular sdo limitados (FANG et al., 2009; KONG et al.,
2018). Neste sentido, compreender os mecanismos pelos quais o envelhecimento
modifica 0 PVAT em artérias de condutancia e resisténcia poderiam ser (teis para a

prevencéo e/ou reducéo do risco de doencas vasculares em idosos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento € um processo natural, universal, inevitavel, irreversivel,
cumulativo, multifatorial e ndo patolégico de declinio da capacidade fisioldgica, que
ocorre em nivel molecular, celular e tecidual, conduzindo a perda progressiva da
capacidade fisica e mental, ao risco crescente de doengas e, em ultima instancia, a morte
(ALMEIDA; RIBEIRO; MEDEIRQOS, 2017; WHO, 2002; WHO, 2018). Contudo, apesar
de sua universalidade, o envelhecimento apresenta uma grande variabilidade, envolvendo
diferentes formas e ritmos, 0s quais estdo relacionados as caracteristicas ambientais,
culturais e genéticas, bem como, a presenca e/ou auséncia de doencas associadas
(TAMER; PETRIZ, 2007). Portanto, o envelhecer é uma realidade heterogénea, com
experiéncias e trajetorias individuais que compdem o conjunto da longevidade de cada

individuo.

Dados da Organizacdo Pan-Americana de Saude (2018) revelam que o nimero de
pessoas idosas vem aumentando consideravelmente em todo o mundo. Em 2050, espera-
se que a populacao de idosos com 60 anos ou mais alcance os 2 bilhdes, em contraste aos
900 milhdes em 2015. Embora o envelhecimento esteja ocorrendo em todas as regides do
planeta, paises em desenvolvimento, como o Brasil, estdo experimentando essas
mudancas em um nivel maior (Fundo de Populacéo das Nac¢des Unidas, 2012). Maior pais
da América Latina e com a sexta maior populacdo do mundo, o Brasil esta passando por
um dos mais rapidos processos de envelhecimento demografico do mundo, uma tendéncia
que serd ainda mais acelerada no presente século (DE SOUZA BRAGA et al., 2016;
LIMA-COSTA et al., 2018). Segundo a legislacdo brasileira e o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2015) é considerado (a) idoso (a) as pessoas com idade
igual ou superior a 60 anos. Em 2004, este grupo representava 9,7% da populacdo; em
2014 esse numero subiu para 13,7%; a estimativa é que alcance 18,6% em 2030 e 33,7%
em 2060. Atualmente, o pais ocupa a sexta posi¢do no ranking mundial de idosos
(Population Reference Bureau, 2020). Diante disso, o envelhecimento da populacdo

brasileira € um fendmeno que ndo pode ser ignorado.
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Durante a maior parte de sua histdria, o Brasil foi considerado “um pais jovem”.
No entanto, em 1987, um artigo publicado por Veras e colaboradores (Envelhecimento:
Uma realidade brasileira) apresentava tendéncias de mortalidade, fertilidade e expectativa
de vida do inicio do século XX ao XXI, mostrando que 0 pais passaria por um processo
de envelhecimento compardvel ao de paises desenvolvidos (VERAS; RAMOS;
KALACHE, 1987). No ano seguinte, em 1988, o envelhecimento da populacéo brasileira
foi incluido na Agenda de Pesquisas da Associacao Brasileira de Estudos Populacionais
(ABEP); essa agenda reune varios pesquisadores e promove o intercambio cientifico e
andlise de tendéncias demogréficas nacionais (BEZERRA; ALMEIDA; NOBREGA-
THERRIEN, 2012). Dentre os principais estudos encontram-se: o projeto Epidemiologia
do Idoso Il (EPIDOSO Il), o Estudo Longitudinal de Saude e Bem-Estar dos Idosos
Brasileiros (ELSI-Brasil), o Fibra 80+: Fragilidade nos Idosos Brasileiros, dentre outros
(TRAMUJAS VASCONCELLOS NEUMANN; ALBERT, 2018), Desde entdo, o
nimero de pesquisas e publicacbes sobre o envelhecimento tem aumentado

exponencialmente.

Estudos sobre os aspectos moleculares tém fornecido contribui¢des relevantes para
0 entendimento dos mecanismos fisioldgicos associados ao envelhecimento (DAVALLI
et al.,, 2016; KHAN; SINGER; VAUGHAN, 2017; WAGNER et al., 2016). Neste
contexto, Lopez-Otin et al. (2013) descreveram caracteristicas celulares e moleculares do
envelhecimento, envolvendo senescéncia celular, instabilidade genémica, encurtamento
de telémeros, autofagia desregulada, EO, disfuncdo mitocondrial, inflamacao sistémica e
disfuncdo do metabolismo. Estes, de modo independente ou integrados, levam ao
desenvolvimento de doencas relacionada ao envelhecimento, como o Alzheimer
(CERMAN; ERASLAN; CEKIC, 2015; JAROUDI et al, 2017), a doenga pulmonar
obstrutiva cronica (MACNEE, 2016), as doengas renais (GLASSOCK, RULE, 2016), as
desordens metabdlicas (MORLEY, 2004; SPANN; OTTINGER, 2018) e as DCVs, sendo
estas ultimas a principal causa de mortalidade da populacdo idosa (CHIAO;
RABINOVITCH, 2015). No entanto, na maioria das abordagens terapéuticas, o
envelhecimento tem sido tradicionalmente negligenciado como um fator de risco néo
modificavel e ignorado, um aspecto que tem mudado mais recentemente devido a
importancia dada a biologia basica do processo de envelhecimento (HODES et al., 2016).
Assim, a crescente populacdo idosa destaca a importancia de compreender e/ou elucidar

0s mecanismos do envelhecimento a fim de identificar novos alvos moleculares e
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desenvolver novas estratégias para enfrentar esse processo com maior qualidade de vida

possivel.

2.2 O SISTEMA VASCULAR E O ENVELHECIMENTO

O sistema vascular € uma rede de vasos que conecta o coracao aos diversos 6rgaos,
regulando a distribuicdo e entrega de substancias essenciais aos tecidos e removendo
produtos de excrecdo, preservando um ambiente apropriado para as condi¢des 6timas de
sobrevivéncia das células. O processo de envelhecimento esta associado com alteracoes
estruturais e funcionais complexas da vasculatura, independentemente de outros fatores
de risco, como a pressdo arterial elevada, a hiperglicemia ou as dislipidemias. Este
processo promove diversas modificacbes na parede vascular, como rigidez arterial,
diminuicdo do lumen vascular e espessamento das camadas intima e média. Assim, com
0 avanco da idade, a artéria aorta e a arvore arterial sofrem reducdo da complacéncia,
distensibilidade e dilatacdo, como consequéncia da calcificacdo vascular, especialmente
na camada média das grandes artérias, e estes fatores geram a necessidade de aumento da
pressdo arterial sistolica e de pulso, o que atribui para o aumento da p6s-carga (Figura 2)
(BORTOLOTTO et al.,1999; LAKATTA; LEVY, 2003; O’ ROURKE; HASHIMOTO,
2007; BLACHER et al., 1999).

Figura 2. Efeitos do envelhecimento na composic¢do e estrutura das camadas vasculares.
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Fonte: adaptado de (WHITLOCK; HUNDLEY, 2015).

A parede arterial € uma estrutura heterogénea composta de trés camadas ou tunicas
(Figura 3): a tunica intima (camada mais interna), a tinica média (camada intermediaria)
e a tlnica adventicia (camada mais externa) (OPIE, 1998). Cada camada exibe
caracteristicas histologicas, bioquimicas e funcionais especificas e, como tal, contribuem
de maneira Unica para manter e regular a homeostase vascular (MARTINEZ-LEMUS,
2012).

A tdnica intima é formada pelo endotélio, ldmina basal e 1amina elastica interna. O
endotélio, a monocamada de células epiteliais que reveste o interior do vaso, além da
fungdo de barreira entre os elementos sanguineos e as demais estruturas do vaso, atua
como um oOrgdo endocrino, produzindo e liberando fatores vasoativos capazes de
modificar o crescimento, migracdo e morte das CMLV, a hemodinamica, o ténus

vascular, a fluidez sanguinea, dentre outras fun¢ées (COLACO et al., 2016).

Figura 3. Representacdo da parede arterial.
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Fonte: Adaptado de (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015)
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A tnica média é formada pelas CMLYV e por uma matriz extracelular composta de
elastina, coladgeno (sobretudo os coldgenos do tipo I, Il e 1V) e proteoglicanos. Ela é
delimitada da tanica intima pela lamina elastica interna e da tinica adventicia pela lamina
elastica externa. As CMLYV estdo dispostas perpendicularmente ao eixo longitudinal do
vaso de maneira circunferencial, controlando o didmetro vascular através de fatores que
as alcancam através de sua difusdo entre os componentes da parede arterial (RHODIN,
2011).

Por ultimo, a tunica adventicia é a camada mais externa e heterogénea da parede
arterial. Ela é formada por duas subcamadas, a mais interna denominada de adventicia
compacta, formada por fibroblastos e a mais externa denominada de adventicia “fat”,
composta pelo PVAT. Na constituicdo da adventicia se somam ainda outros grupos
celulares e estruturas como: miofibroblastos, linfocitos, macréfagos, colageno,
terminacbes nervosas perivasculares e vasa vasorum (BURTON, 1954; HIRST,;
EDWARDS, 1989; MIAO; LI, 2012).

Diversos estudos tem relatado que o envelhecimento induz o desenvolvimento
progressivo da disfuncdo endotelial em vasos de animais e de humanos (RODRIGUEZ-
MANAS et al., 2009; TODA, 2012; MATZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2003;
BRANDES; FLEMING, 2005; MOREIRA et al., 2018). Essa disfuncdo é um mecanismo
importante na génese das DCVs, estando relacionada com alterac6es da morfologia e
funcdo das células endoteliais, perda ou reducdo da capacidade vasodilatadora e
antitrombética devido a menor producdo de fatores vasodilatadores, como o 6xido nitrico
(*NO) e aumento da sintese de fatores vasoconstritores (DONATO et al., 2009; VAN
GUILDER et al., 2007; HEYMES et al., 2000; TANG; VANHOUTTE, 2008), rompendo
a homeostase arterial e favorecendo a ativacdo de vias pré-oxidativas e pro-inflamatérias
(EL ASSAR; RODRIGUEZ-MANAS, 2013). Estes eventos precedem a doenga clinica e
aumentam o risco de desenvolvimento clinico de aterosclerose, hipertensdo e acidente

vascular cerebral na populacdo idosa.

O aumento da rigidez arterial é precedido por vasodilatagdo prejudicada, sugerindo
que essa alteracdo pode estar ligada a disfuncdo endotelial (SCUTERI et al., 2008). A
rigidez vascular elevada € resultado das alteracbes morfologicas e da composi¢do da
matriz extracelular, como a reducdo e fragmentagédo de fibras elasticas, transferindo a

carga mecénica do vaso para o colédgeno, que tem aumento de sua deposicao relacionadas
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a idade (ZIEMAN; MELENOVSKY; KASS, 2005; FRITZE et al., 2012). A reducéo da
elastina é resultado do aumento da atividade de proteases com atividade elastinolitica,
incluindo certas metaloproteinases (MMPSs) e cisteinil catepsinas, cujas atividades podem
ser moduladas por mediadores inflamatdrios (LIU et al., 2004; LI et al., 1999). Associada
a essa perda de elasticidade e aumento da rigidez, hd& o comprometimento da adaptacéao
vascular as variagdes de fluxo e de pressdo. O enrijecimento arterial tem dois efeitos
principais sobre a circulacdo e sobre a interacdo entre o ventriculo esquerdo e a aorta.
Primeiro, a ejecdo de sangue pelo ventriculo esquerdo gera uma onda de pressao de maior
amplitude na aorta do que no ventriculo (aumento da pressao de pulso). Segundo, o
aumento da rigidez arterial causa aumento na velocidade de propagacao da onda de pulso
pela aorta e grandes artérias. 1sso aumenta as pressdes aortica e ventricular esquerda,
aumenta o consumo de oxigénio pelo miocardio e promove hipertrofia ventricular
esquerda (EL ASSAR; RODRIGUEZ-MANAS, 2013; PANENI et al., 2017). O aumento
da pressao de pulso e da velocidade da onda de pulso é considerado uma medida indireta
da rigidez arterial e um fator preditivo independente de doenca arterial coronariana no

Estudo de Framingham.

Assim, o0 acumulo de alteracGes estruturais, funcionais e moleculares adquiridos ao
longo do tempo, como parte do envelhecimento intrinseco e independente de outros
fatores, tornam-se “parceiras” no desenvolvimento de doencas associadas a idade.
(LAKATTA; LEVY, 2003; WANG; BENNETT, 2012; TESAURO et al., 2017). Além
disso, o envelhecimento vascular, anteriormente considerado um fator de risco nédo
modificavel, agora é visto como um processo alvo de intervencéo, a fim de alcancar uma
velhice mais saudavel (VAN DER LOO et al., 2009).

O entendimento da funcdo vascular, sobretudo da vasomotricidade, evoluiu
drasticamente ao longo do tempo. A visdo primitiva de um sistema vascular regulado
exclusivamente por horménios circulantes e inervacdo simpatica deu espaco para a
concepgdo de uma regulagdo local, realizada sobretudo pela célula endotelial,
negligenciando as demais células presente na parede vascular, e em particular, as células
que formam a tdnica adventicia, um erro, tendo em vista que esta camada €
estruturalmente o compartimento mais complexo e heterogéneo da parede arterial
(NAVA; LLORENS, 2019; STENMARK et al., 2013).
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Estudos pioneiros envolvendo a contribui¢do da tdnica adventicia para a fungéo
arterial mostraram que em condicOes de pressdes extremamente elevada ela se torna um
componente predominantemente ativo da parede vascular devido a seu elevado conteido
de colageno, prevenindo a ruptura dos vasos (BURTON, 1954; SILVER; HORVATH,;
FORAN, 2001). Posteriormente, evidéncias sustentaram a hipdtese de que a tdnica
adventicia também atua como um centro de integracdo, armazenamento e liberacdo de
fatores reguladores da fungdo vascular (SARTORE et al., 2001; SILVER; HORVATH;
FORAN, 2001; STENMARK et al., 2006). Desta forma, a tunica adventicia é capaz de

interferir tanto na estrutura quanto na fungéo dos vasos.

Atualmente, a adventicia é capaz de detectar e direcionar respostas a uma gama de
estimulos por meio da comunicagdo reciproca com outras células adventicias e/ou por
células dos tecidos vizinhos. De fato, a adventicia pode atuar como o principal “tecido
sensivel a lesdo” da parede do vaso (SCHULZE-BAUER; REGITNIG; HOLZAPFEL,
2002; STENMARK, 2013), onde em resposta a estresses hormonais, inflamatorios e
ambientais, como hipoOxia/isquemia ou distensdo vascular, as células adventicias
residentes (fibroblastos, células imunes e progenitoras) sdo frequentemente as primeiras
a exibirem evidéncias de “ativacdo”, elevando seus numeros no tecido, regulando a
expressao de proteinas contrateis, matriz extracelular e de adesdo, bem como secretando

quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento (STENMARK, 2013).

Além destas, outras células periadiventiciais, os adipdcitos, que em conjunto
formam o PVAT, vem ganhando espaco como um regulador da funcdo vascular e tem
sido integrado aos estudos como um componente estrutural e funcional da maioria dos
vasos sanguineos. Nesse contexto, novos papéis tém sido atribuidos ao PVAT e as demais
células da adventicia como fonte de substancias vasoativas que modulam o ténus vascular
“de fora para dentro”, em alusdo ao endotélio que o modula “de dentro para fora” (NAVA;

LLORENS, 2019).

2.2.1 Tecido adiposo perivascular

A visdo tradicional que considera o tecido adiposo como um simples reservatorio
energeético ndo é mais aceita e seu reconhecimento como 6rgdo endocrino tem sido cada

vez mais aceito. Atualmente, sabe-se que além de participar do controle energético,
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através do metabolismo lipidico e glicidico, libera fatores que modulam a resposta
imunolégica, a homeostase vascular, a angiogénese, a fibrindlise, a regulagdo hormonal,
dentre outras funcbes (PRINS, 2002; GRANT; DIXIT, 2015; ADAMCZAK; WIECEK,
2013; MOHAMED-ALLI; PINKNEY; COPPACK, 1998).

Estudos pioneiros que envolvem a producéo de substancias por parte dos adipocitos
tiveram inicio em 1987 com Cook e colaboradores que identificaram a adipsina, também
conhecida como fator D do sistema complemento, uma adipocina que faz parte da cascata
imunoinflamatdria da via alternativa. Em 1993, Hotamisligil e colaboradores observaram
a expressdo de uma citocina pro-inflamatoria, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
em adipocitos de quatro modelos diferentes de camundongos obesos. Subsequentemente,
em 1994, Zhang e seus colaboradores, identificaram e caracterizaram o produto do gene
ob, a leptina, instituindo o tecido adiposo como um érgédo enddcrino. Desde entéo, fatores
derivados dos adipdcitos tém sido identificados e sua importancia sendo descrita na
regulacdo das funcdes neuroenddcrias, autondmicas, imunoldgicas e cardiovasculares
(AHIMA,; FLIER, 2000; KERSHAW; FLIER, 2004; GRANT; DIXIT, 2015).

Estruturalmente, além de adipdcitos e pré-adipécitos, o tecido adiposo apresenta
outros grupos celulares, incluindo: célula endotelial, fibroblastos, células do sistema
imunoldgico (linfécitos e macréfagos) e componente da matriz extracelular, como as
fibras colagenas, que em conjunto, contribuem para a manutencéo de sua homeostase e
funcdo (OUCHI et al., 2011). Microscopicamente, existem trés tipos de adipécitos, o
branco, o marrom e o bege, onde a quantidade relativa dessas células presente em um
depdsito especifico definem a cor do tecido adiposo, nesse sentido, macroscopicamente,
dois tipos de tecido adiposo podem ser encontrados em mamiferos, o tecido adiposo
branco (TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM). Estes possuem caracteristicas
morfolégicas e fungdes distintas e consequentemente diferem em seus padrdes de
expressdo (PFEIFER; HOFFMANN, 2015)

O TAB é o tipo mais abundante em humanos sendo encontrado em multiplas
regibes anatdbmicas, mas, em dois principais depositos, o subcutaneo e o visceral, este
ultimo, compreendendo as areas retroperitonial, omental e mesentérica. Além destes,
depdsitos menores sdo encontrados margeando o coragéo e os rins (BLOOR; SYMONDS,
2014). O TAB possui tecido conectivo frouxo com poucos vasos sanguineos, poucas

mitocondrias e fungdes de amortecimento, isolamento e estoque lipidico (IKEOKA,;
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MADER; PIEBER, 2010). Ademais, os adipdcitos brancos podem alterar seu volume e
diametro a depender da quantidade de triacilglicerol estocado, podendo atingir de 90-
100um de diametro; armazenam lipidio em uma goticula Unica, que ocupa cerca de 85-

90% do citoplasma, deslocando seu nucleo para a periferia (FONSECA et al., 2006).

Em condicdes fisioldgicas, na mesma proporcdo que adipdcitos maduros sofrem
apoptose, 0s pré-adipdcitos sdo recrutados a se diferenciarem, dessa forma, o nimero de
adipdcitos tende a permanecer constante no tecido adiposo (ARNER et al., 2010;
WALKER et al., 2014). Contudo, em condi¢es fisiopatoldgicas, como na obesidade, a
massa do TAB se expande aumentando o tamanho (hipertrofia) e o nimero de adipocitos
(hiperplasia), sendo essa expansdo excessiva acompanhada por alteragdes estruturais e
celulares, incluindo fibrose, EO, infiltracdo de células imunoldgicas, inflamacéo local e
sintese desequilibrada de diversas substancias bioativas em humanos e em roedores
(AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; BLOOR; SYMONDS, 2014; BUSSEY et
al., 2016).

O TAM foi observado pela primeira vez na area interescapular de marmotas por
Gesner em 1551, no entanto, apenas em 1961 o tecido foi identificado e seu poder
metabdlico comecou a ser descrito (SMITH; HORWITZ, 1996). O TAM é encontrado
particularmente em mamiferos, recém-nascidos e adultos, estando localizado em areas
cervicais e supra claviculares. Sua caracteristica marcante é a producdo de calor sem
tremores (termogénese adaptativa) produzido através da UCP-1 (uncoupling Protein 1),
uma proteina mitocondrial transmembrana, por meio da estimulacdo simpatica via
receptor PBz-adrenérgico ou por intermédio de homdnimos enddcrinos, como o peptideo
natriurético atrial e a secretina (NICHOLLS; DAVID; LOCKE, 1984; CANNON;
NEDERGAARD, 2012; BORDICCHIA et al., 2012; L1 et al., 2018). Diferentemente do
TAB, o TAM ¢ altamente vascularizado, multilocular (apresenta diversas vesiculas

lipidicas de tamanhos variados) e possui um elevado contetido de mitocdndrias.

A maioria dos vasos sanguineos com diametro igual ou superior a 100um, exceto
capilares, vasos pulmonares e 0s vasos da circulagdo cerebral — artéria média, basilar e
circulo de Willis, séo circundados por quantidades variaveis de tecido adiposo (MEIJER
et al.,, 2011; GAO, 2007). Morfologicamente, ndo existe nenhuma lamina, fascia ou
barreira celular que o separe da tdunica adventicia (RAJSHEKER et al., 2010) assim,

substancias produzidas por esses adipécitos se difundem através da parede do vaso e
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atuam sobre as CMLV e o endotélio (GAO et al., 2007; HUANG et al., 2010; ERINGA;
BAKKER; VAN HINSBERGH, 2012; RAMIREZ; O’ MALLEY; HO, 2017) modulando
ndo apenas o tonus vascular (MAENHAUT; VAN DE VOORDE, 2011), mas também a
termorregulacédo intravascular (CHANG et al., 2012), a inflamacdo (CHATTERJEE et
al., 2013), a migracao e proliferacdo de CMLV (MIAO; LI, 2012; OZEN et al., 2015), a
hiperplasia da camada intima (TAKAOKA et al., 2010; SCHROETER et al., 2013) e 0
desenvolvimento da aterosclerose (GREIF et al., 2009; CHANG et al., 2012; GOMEZ-
HERNANDEZ et al., 2016).

Estruturalmente o PVAT apresenta 0s mesmos grupos celulares dos demais
depositos de tecido adiposo do corpo (BROWN et al., 2014), porém, o préprio PVAT
exibe caracteristicas intrinsecas que o difere ao longo da arvore vascular, como: aspectos
morfoldgicas (tipo e tamanho do adipdcito), quantidade, tipos celulares, capacidade de
diferenciacdo, producdo de componentes inflamatorios e expressao de componentes do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) (GALVEZ-PRIETO et al., 2008;
PADILLA et al., 2013; CHATTERJEE et al., 2009; GAO, 2007). Na aorta toracica, 0s
adipdcitos que compde o PVAT sdo predominantemente marrons possuindo
caracteristicas morfoldgicas, genéticas e protebmicas semelhantes ao tecido adiposo
interescapular, como: adipécitos multiloculares, ampla vascularizacdo, elevada expressao
de UCP-1 e grande quantidade de mitoc6ndrias que também produzem calor em resposta
a estimulos, como a exposicdo ao frio, tal propriedade tem funcdo antiaterogénica
(BROWN et al., 2014; CHANG et al., 2012; FITZGIBBONS et al., 2011). Em
contrapartida, o PVAT da aorta abdominal, artéria femoral, artéria coronariana e do leito
mesentérico possuem caracteristicas que se assemelham ao TAB, apresentando adipdcitos
uniloculares, baixo conteudo mitocondrial e pouca vascularizagdo (Figura 4) (GUZIK et
al., 2007; GALVEZ-PRIETO et al., 2012; BROWN et al., 2014).

Apesar dos adipdcitos da aorta toracica exibirem as mesmas caracteristicas do
TAM, ndo expressam a proteina ZIC-1 (o marcador de célula progenitora do TAM)
sustentando que o PVAT toracico e a gordura interescapular ndo possuem a mesma
origem embrionaria (CONTRERAS et al., 2016). Estudos mais recentes mostram que 0s
adipdcitos do PVAT toracicos sdo derivados de varias linhagens celulares, os quais
podem exercer papéis diferentes na regulacdo da funcdo da aorta (YE et al., 2019). No
entanto, o PVAT da aorta abdominal e das artérias do leito mesentérico expressam o
produto do gene Tcf21, um marcador para 0 TAB. Contudo, devido ao menor tamanho
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de seus adipdcitos, o PVAT das artérias do leito mesentérico tem hipertrofia limitada,
podendo ser mais susceptivel a resposta inflamatoria em relacdo aos demais depdsitos de
TAB (CONTRERAS et al., 2016; VICTORIO et al., 2016). Nesse sentido, considerando
as caracteristicas suparacitadas, os conhecimentos adquiridos sobre depositos especificos
de tecido adiposo do corpo ndo podem ser generalizados para os demais, e em particular

0s perivasculares.

Figura 4. Tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica (A), abdominal (B) e leito mesentérico
(C) de rato.

A

Fonte:Adaptado de (MIAO; LI, 2012)

Na prética, a avaliacdo da funcao arterial ex vivo, foi rotineiramente conduzida na -
PVAT, uma vez que 0 mesmo, era comparado ao tecido conjuntivo, fornecendo apenas
suporte mecanico ao vaso. No entanto, ndo é a melhor abordagem a ser realizada, uma
vez que alguns territorios vasculares sdo circundados por esse tecido e 0 mesmo traz

grande impacto no comportamento funcional dos vasos (AGABITI-ROSEI et al., 2018).
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Em meados da década de 1990, Soltis & Cassis iniciaram os estudos funcionais de
vasos isolados sob influéncia do PVAT. Seus resultados demonstraram que na +PVAT
havia uma reducdo significativa na resposta contratil a NA em aorta toracica de ratos
Sprague-Dawley, quando comparada as artérias -PVAT, sugerindo um possivel papel
fisiologico do PVAT no controle do tonus vascular (SOLTIS; CASSIS, 1991). No
entanto, em principio este papel do PVAT foi colocado em duvida. Nos primeiros relatos,
acreditava-se que o PVAT prejudicava a difusdo dos agentes farmacologicos e promovia
reducdo da resposta contréatil por reter o agente farmacoldgico (SZASZ; WEBB, 2012).
Entretanto, estudos posteriores utilizando agentes de baixa lipossolubilidade, mostrou que
nas artérias +PVAT a resposta contratil continuava reduzida, contestando a teoria inicial
(GOLLASCH; DUBROVSKA, 2004).

Em 2002, L6hn e colaboradores constataram que o PVAT que circunda a aorta, era
capaz de regular o ténus vascular através da liberacdo de fatores anti-contrateis, os quais
foram inicialmente denominados de fatores relaxantes derivados da adventicia e que
posteriormente foi substituido pelo termo fatores relaxantes derivados do PVAT (PVAT-
Derived Relaxing Factors — PVRFs). Constatou-se ainda nesse estudo que a liberagcéo do
PVRF era dependente da presenca de calcio (Ca®*) e regulado por vias de sinalizagio
envolvendo a tirosina quinase e 0s canais para o potassio (K*). Além deste, outro estudo
que merece destaque foi publicado por Verlohren e colaboradores em 2004; nele os
autores demonstraram que em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos, 0
efeito anti-contratil do PVAT se da principalmente por hiperpolarizacdo das CMLV
(VERLOHREN et al., 2004). Em conjunto, esses dados indicaram que o PVAT é bem
mais que uma estrutura de suporte vascular e desempenha um papel na regulacao do ténus

de pequenas e grandes artérias.

Desde entdo, diversos estudos vém confirmando a acao anti-contratil do PVAT em
vasos de condutancia e de resisténcia, tais como: aorta toracica de ratos (SOLTIS;
CASSIS, 1991; LOHN et al., 2002;GOLLASCH; DUBROVSKA, 2004; GAO et al.,
2007; ZENG et al., 2009; LU et al., 2011a; SUN et al., 2013; ARAUJO et al., 2015;
VICTORIO et al., 2016a; 2016b; DEVALLANCE et al., 2018; DEVALLANCE et al.,
2019), aorta de camundongos (MAENHAUT; BOYDENS; VAN DE VOORDE, 2010;
BOYDENS; PAUWELS; VAN DE VOORDE, 2016; XIA et al., 2016; NOBREGA et
al., 2019), aorta toracica interna humana (GAO et al., 2005; MALINOWSKI et al., 2008;
MALINOWSKI et al., 2013; KOCISZEWSKA et al., 2015), artéria mamaria interna
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humana (ARCHER et al., 2003; OZEN et al., 2013), artéria coronaria de porco
(REIFENBERGER et al., 2007), AMR de ratos (VERLOHREN et al., 2004; GALVEZ
et al., 2006; ROSEI et al., 2015; BUSSEY et al., 2016; BUSSEY et al., 2018; SAXTON
et al., 2019), AMR de camundongos (MARCHESI et al., 2009; AYALA-LOPEZ;
THOMPSON; WATTS, 2017; SAXTON et al., 2018; HART et al., 2020), veia cava
inferior de rato (LU et al., 2011b) e veia humana (DASHWOOD et al., 2007; OZEN et
al., 2013). No entanto, o efeito anti-contratil do PVAT ndo foi observado em aorta
abdominal de ratos (VICTORIO et al., 2016b).

Atualmente, sabe-se que em condicdes fisiologicas 0 PVAT modula negativamente
aresposta contratil a diversos agentes, por liberar diversos fatores vasoativos que exercem
suas acOes por diferentes mecanismos. No entanto, a sintese e liberagao dos fatores podem
variar de acordo com as caracteristicas do PVAT, presenca e/ou auséncia de inervacao e
territorio vascular no qual esta inserido (BULLOCH; DALY, 2014; GALVEZ-PRIETO
et al., 2008; SZASZ; WEBB, 2012; PADILLA et al., 2013). Dentre as substancias anti-
contrateis ja descritas destacam-se: a adiponectina (FESUS et al., 2007; LYNCH et al.,
2013; NACCI et al., 2016; ALMABROUK et al., 2017; BADRAN et al., 2019), 0 *NO
(GIL-ORTEGA et al., 2010; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; XIA et al.,
2016; BUSSEY et al., 2018; NOBREGA et al., 2019; BARP; BENEDET, 2020), o sulfeto
de hidrogénio (H2S) (FANG et al., 2009; SCHLEIFENBAUM et al., 2010; KOHN et al.,
2012; BELTOWSKI et al., 2015; DONOVAN et al., 2018; CACANYIOVA et al., 2019)
o0 perdxido de hidrogénio (H202) (GAO et al., 2007; COSTA et al., 2016; GONZAGA et
al, 2018; NOBREGA et al., 2019), o palmitato de metila (LEE et al., 2011a; CHANG et
al., 2020), a angiotensina 1-7 (LEE et al., 2009a; LEE et al., 2011b), a adenosina (KONG
etal., 2018) e a prostaciclina (PGl2) (CHANG et al., 2012; MENDIZABAL et al., 2013).

O efeito anti-contratil promovido pelos fatores acima citados podem ser conduzidos
por mecanismos dependente de concentracdes de Ca®* extracelular, dos canais para o K*
sensiveis ao Ca*, a voltagem, ao ATP (IKca, IKv, IKaTe, respectivamente) e ainda por
meio dos receptores Ps-adrenérgicos (BUSSEY et al., 2018; GAO et al., 2005;
GOLLASCH; DUBROVSKA, 2004; LOHN et al., 2002). Além disso, as vias de
sinalizagdo envolvidas nessas respostas podem ser de maneira dependente e/ou
independente do endotélio (LEE et al., 2009; GAO et al., 2007; GAO et al., 2005). Tais
diferencas podem ser promovidas pelo tipo de PVAT que reveste o vaso sanguineo e o

tipo de inervacdo perivascular, dentre as quais ajudam a explicar as variagdes locais nas
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caracteristicas funcionais do PVAT (PADILLA et al.,, 2013; SZASZ et al,.2012;
GALVEZ-PRIETO et al., 2008).

Fatores vasoconstritores derivados do PVAT também foram descritos (RAMIREZ;
O’MALLEY; HO, 2017), a saber: catecolaminas (SOLTIS; CASSIS, 1991; AYALA-
LOPEZ et al., 2014), prostaglandina E, (PGE2) (OZEN et al., 2013; MENDIZABAL et
al., 2013; LEE et al., 2017; AWATA et al., 2019), tromboxano Az (TxAz) (MEYER et
al., 2013; MENDIZABAL et al., 2013), angiotensina Il (LEE et al., 2009b; LU et al.,
2010; HUANG et al., 2010), anion superoxido (#O2) (GAO et al., 2006; MARCHESI et
al., 2009; FLEENOR et al., 2014; DA COSTA et al., 2017; DEVALLANCE et al., 2018)
e endotelina-1 (VIRDIS et al., 2015). Portanto, o PVAT pode desempenhar um papel
como modulador duplo do ténus vascular. No entanto, a presenca de outros grupos
celulares neste tecido pode servir como uma fonte adicional dessas moléculas, se
somando ao cenario complexo de propriedades anti-contrateis versus propriedades pro-

contrateis.

2.2.1.1  Fatores derivados do PVAT: O d&xido nitrico, as espécies reativas de

oxigénio (EROs) e os prostandides

- Oxido nitrico

O *NO ¢ o principal mediador do relaxamento vascular dependente do endotélio.
Ele é sintetizado a partir das isoformas das 6xido nitrico sintase (NOS): NOS endotelial
(eNOS), NOS neuronal (NNOS) e NOS induzivel (iNOS) (SCHWARZ; KLEINERT;
FORSTERMANN, 1999; FORSTERMANN; SESSA, 2012). As nNOS e eNOS séo
expressas de forma constitutiva em neurénios, fibras nervosas perivasculares e endotélio
vascular, respectivamente. Por outro lado, a iINOS é expressa sob condigdes de estresse
pré-inflamatorio, sepse e EO (FORSTERMANN; SESSA, 2012; KLEINERT; PAUTZ,
2010). As NOS sdo compostas por um dominio oxigenase que possui locais de ligagdo
para o substrato e cofator, a L-arginina e a tetrahidrobiopterina (BH4), um grupo heme e
um dominio redutase com locais de ligagdo para doadores de elétrons como a

nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina dinucleotideo
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(FAD) e flavina mononucleotideo (FMN). A elevacdo da concentracdo de célcio
citosolico e a formagdo do complexo célcio-calmodulina (Ca?*-CAM) é o principal
mecanismo de ativacdo das isoformas constitutivas da NOS. O complexo Ca?*-CAM se
liga a seu sitio especifico na enzima favorecendo a transferéncia de elétrons do NADPH,
via FAD e FMN do dominio redutase para o oxigenase promovendo a formagdo do *NO
(BUSSE; MULSCH, 1990). A sintese ocorre em duas etapas (BATLOUNI, 2001). Na
primeira, a NOS atua sobre o seu substrato, a L-arginina, transformando-a em um
intermediario, a N©-hidréxi-L-arginina, e posteriormente, esse intermediario sera
convertido a L-citrulina e *NO (RAFIKOV et al., 2011; FARAH et al., 2018). Contudo,
a atividade das NOS podem ser reguladas por diversos fatores (VANHOUTTE et al.,
2016).

Uma vez formado nas células endoteliais, o *NO se difunde para o musculo liso e
atua sobre a guanilato ciclase soltvel (GCs) formando guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) a partir de guanosina trifosfato (IGNARRO; KADOWITZ, 1985). O GMPc por
sua vez, ativa a proteina quinase dependente de GMPc (PKG) e esta exerce varias acdes
nas CMLV, conduzindo ao relaxamento vascular (IGNARRO; KADOWITZ, 1985;
DUSSE et al.,, 2003). Dentre os mecanismos pelos quais a PKG promove esse
relaxamento, encontram-se: a inibicio da liberacdo de Ca®* induzida por 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3), a estimulacéo da célcio ATPase do reticulo sarcoplasméatico (SERCA),
a fosforilacédo/ativacdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) e a ativacdo de
IKca (CARVAJAL et al., 2000; BLANCO-RIVERO; XAVIER, 2020). Além da agdo
vasodilatadora, o *NO previne a agregacdo plaquetaria (VASTA, 1995), inibe a adeséo
de monacitos e neutréfilos ao endotélio (KUBES; SUZUKI; GRANGER et al., 1991),
modula o crescimento da parede vascular (SCOTT-BURDEN; VANHOUTTE, 1993),
possui efeito antioxidante (WOLIN, 2000), promove biogénese mitocondrial (CSISZAR
et al., 2009) e contribui para o efeito antienvelhecimento da restricdo calérica (NISOLI
et al., 2005).

Estudos em humanos e roedores concordam que o envelhecimento cursa com
redu¢do da biodisponibilidade do *NO subjacente a disfuncdo endotelial como resultado
do desequilibrio entre sua sintese e degradacdo (DELP et al., 2008; VAN DER LOO et
al., 2000). Esta reducdo ocorre, dentre outros, devido a deficiéncia de L-arginina por
aumento da atividade da arginase (HOLOWATZ et al., 2006; SANTHANAM et al., 2007;
SANTHANAM et al., 2008), reducéo de co-fatores (ALP; CHANNON, 2004; HIGASHI
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et al., 2006) e alteracGes na densidade tecidual da eNOS e da expressédo de seu mRNA.
No entanto, esta observacdo ainda ndo é consenso na literatura, tendo em vista que alguns
autores nao observam mudancas e outros inclusive relatam aumento de *NO com o
envelhecimento (BRIONES et al., 2005; CERNADAS et al., 1998; SUN et al., 2004;
BARTON et al., 1997; RODRIGUEZ-MANAS et al., 2009; TANG; VANHOUTTE,
2008). Estudos ainda mais recentes tém sugerido uma alteracéo relacionada a funcéo da
eNOS denominada “desacoplamento da eNOS”. Esta condi¢do leva a uma menor
produgdo de *NO e produgdo aumentada de <O em virtude da deficiéncia de L-arginina
e/ou BH4 (YANG et al., 2009).

E importante ressaltar que a expressdo constitutiva e ndo constitutiva das NOS e a
producédo de *NO foi relatada no PVAT (HAI-MEI et al., 2013; VICTORIO et al., 2016;
XIA et al., 2016). Dessa forma, como o PVAT é parte integrante da parede vascular é
concebivel que as respostas vasculares observadas in vivo/ in vitro envolvendo o *NO

sejam atribuiveis também a esta fonte.

- Espécies reativas de oxigénio

EROs é um termo que cobre uma série de moléculas, radicais livres ou nao,
produzidas como intermedidrio do processo redox durante o metabolismo celular
aerdbico caracterizadas por elevada reatividade quimica. As principais EROs incluem: o
02", o radical hidroxil (*OH), o ion hidroxil (OH’), 0 H202, 0 0z6nio (Oz), 0 &cido
hipocloroso (HOCI) e o peroxinitrito (*\ONOO"), sendo este Gltimo uma espécie reativa
de nitrogénio (FRIDOVICH, 1978; ZHOU et al., 2013).

Existe um paradoxo histérico acerca do papel das EROs como biomoléculas
essenciais e como subprodutos toxicos do metabolismo, estando relacionado aos seus
niveis teciduais. Em baixas concentracfes, as EROs participam da regulacéo fisiologica
de muitas fungdes celulares, como crescimento, senescéncia e apoptose, ja em niveis
excessivos tornam-se nocivas as células (BROWN; GRIENDLING, 2014; SENA;
CHANDEL, 2012). Assim, um equilibrio preciso entre a sua producéo e sua remogao se
torna importante para a manutencéo da fisiologia celular. No entanto, alguns estudos tem

relatado o desequilibrio dessa homeostase a favor da producdo de oxidantes, o qual é
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denominado de estresse oxidativo (EO) (GARCIA RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2018;
SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Fontes enziméaticas de EROs estdo presentes na parede arterial, incluindo a
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidase, a cadeia respiratoria
mitocondrial, a eNOS desacoplada, a ciclooxigenase (COX), a lipoxigenase (LOX) e o
citocromo P450 (LAMBETH, 2007; PI et al., 2014). Ademais, a vasculatura também
exibe sistemas enzimaticos que neutralizam as EROs, como as isoformas da superoxido
dismutases (SOD2; MnSOD - manganés; CuzZnSOD1 - cobre-zinco; EcSOD3 —
extracelular), a catalase, a glutationa peroxidase, a paraoxonase, a tiorredoxina
peroxidase, as heme oxigenases e o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)
(LEE, 2017; SANTILLI et al., 2015). Além destas, polifendis e as vitaminas C e E
provenientes da dieta também participam desta funcdo (RESHI; SU; HONG, 2014)
(Figura 5).

Figura 5. Principais fontes geradores e neutralizantes das EROs. Cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial; NADPH oxidase; xantina oxidase; SOD1, superéxido dismutase isoforma 1; SOD2,
superoxido dismutase isoforma 2; SOD3, superdxido dismutase isoforma 3; superoxido dismutase; GPX,
glutationa peroxidase; TRX, tiorredoxina, ONOO-, peroxinitrito, GPR, glutationa redutase; GRXo,

glutaredoxina oxidada; GRXr, glutarredoxina reduzida; GSHr, glutationa reduzida; GSSG, glutationa
oxidada; TRXo, tiorredoxina oxidada; TRXr, tiorredoxina reduzida.
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Dentre as EROs, 0 "0z esté envolvido em diversas a¢des que conduzem ao dano
vascular. Apesar de sua curta meia-vida (2-4 us) e incapacidade de se difundir através das
membranas biologicas (exceto via canais ibnicos), é altamente reativo, provocando
modificagcdes extensas em macromoléculas, incluindo lipidios e proteinas. Além disso,
pode oxidar a BH4 e reagir com o *NO, por um processo regulado pela taxa de difusdo
de ambos os radicais, reduzindo sua biodisponibilidade e conduzindo a formacgéo de
*ONOO™ (BECKMAN et al., 1990; BRIONES et al., 2010; GOLDSTEIN; CZAPSKI.,
1995). Localmente o ‘Oz é dismutado a H2O. pelas isoformas da SOD, o H20: é
rapidamente metabolizado a agua e oxigénio por sistemas enzimaticos, incluindo
glutationa peroxidase, a catalase e o sistema tiorredoxina (MEYER et al., 2009), no
entanto na presenca de metais de transicdo (como Fe?*, Cu?*) pode ser convertido em «OH
(VALKO et al., 2007) (Figura 5).

A relacdo entre EROs, envelhecimento e doencas relacionadas a idade tem sido
abordada (XXXX). A teoria do envelhecimento afirma que com o passar dos anos ocorre
0 aumento da producdo de radicais livres promovendo um desequilibrio entre sua sintese
e/ou remocgao com consequente dano oxidativo (HARMAN, 1956; BARDAWEEL et al.,
2018). No que diz respeito ao PVAT, Gao e colaboradores (2006) relatou a producao de
‘02", via NADPH oxidase, atraves da eletroestimulagdo em AMR. Desta forma o PVAT

se soma a outros componentes como mais uma fonte de EROs na parede arterial.

- Prostandides

Os prostandides sdo potentes mediadores lipidicos derivados do metabolismo do
acido araquidoénico (AA) com fun¢des importantes na modulacdo do tonus vascular. Esses
mediadores incluem as prostaglandinas (PGEz, PGF2,, PGDz), a PGl e 0 TxA:, sendo 0
produto final determinado pela abundancia local das enzimas envolvidas em sua sintese,
estas sdo: a prostaciclina sintase (PGIS), a prostaglandina D sintase (PGDS), a
prostaglandina E sintase (PGES) e suas isformas: cPGES — isoforma citosolica; mPGES
1 e 2 —isoformas ligada a membrana, a prostaglandina F sintase (PGFS) e a tromboxano
sintase (TXAS) (Figura 6) (BOS et al., 2004).

Fisiologicamente, ao sofrer acdo da fosfolipase A2 (PLA2), o AA é convertido a

endoperoxidos ciclicos (PGG») e reduzido a PGH, pela COX, estes servirdo de substrato
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para a producdo de PGly, PGD, PGE,, PGF,a e TxA,, seus efeitos vasculares sdo
dependentes do tipo de receptor ao qual se ligardo, dentre os quais podem levar a
vasoconstri¢ao e/ou vasodilatacdo. Além destes, 0s substratos podem sofrer acdo da LOX
dando origem ao &cido 15-s-hidroxieicosatetraendico, substancia capaz de produzir
contragdo vascular (VANHOUTTE; EBER, 1991).
Figura 6. Sintese e mecanismos de sinalizagdo dos prostanoides. FL, Fosfolipidio; PLA2,
Fosfolipase A2; AA, Acido araquiddnico; PGH2; Endoperdxido ciclico; RS, reticulo sarcoplasmatico; IP,
Receptor de PGI2; DP, Receptor para PGD2; EP; Receptor para PGE2; FP, Receptor para PGF2a; TP,

Receptor para TxA2; AC, adenilato ciclase; FLC, fosfolipase C; CE, célula endotelial; CML, célula
muscular lisa.
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Fonte: (SANTOS-ROCHA, 2018).

Dentre os prostanoides supracitados, exercem efeitos mais expressivos no controle
do tonus vascular o TXA; e a PGE;, onde, ao se ligarem a seus respectivos receptores, TP
e EP1/2, nas CMLYV ativam da fosfolipase C (PLC) via proteina Gq, levando a formacéo
de IPs e diacilglicerol (DAG), os quais conduzirdo ao aumento intracelular de Ca®* e a
contracdo vascular (WONG; VANHOUTTE, 2010; ELLINSWORTH et al., 2014,
MITCHELL;KIRKBY, 2019) (Figura 6). Além deste efeito, estes prostandides podem
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influenciar a agregacao plaquetéria, a producédo de citocinas e a migragéo e proliferacéo
de CMLV (LEBENDER et al., 2018). Ademais, nos ultimos anos, evidencias tem
mostrado uma relacdo entre EROs e produtos derivados da COX. Assim, as EROs podem
ativar a COX induzindo a formacéo de prostaglandinas as quais podem induzir a producéo
de EROs através da estimulacdo dos grupos enzimaticos anteriormente citados,
constituindo um ciclo vicioso de sintese de produtos pro-oxidativos e vasoconstritores
(TANG; VANHOUTTE, 2008; WATKINS et al., 1999).

Evidéncias em células endoteliais de roedores indicam que as concentracfes de
prostandides vasoconstritores derivados da COX aumentam consideravelmente com a
idade, enquanto ha queda de prostanoides vasodilatadores (TANG; VANHOUTTE, 2008;
HEYMES et al., 2000). Além disso, o prejuizo no relaxamento dependente do endotélio
por parte das prostaglandinas acompanha também o envelhecimento em humanos
(SINGH et al., 2002). Assim, além de favorecer o desequilibrio redox, como
anteriormente mencionado, o envelhecimento favorece também a ativacdo de vias pro-
inflamatorias, mudando o perfil vasodilatador para um perfil vasoconstritor, predispondo

a eventos cardiovasculares adversos.

A producdo de prostandides também foi relatada no PVAT. Mendizabal e
colaboradores (2013) estudaram o papel vasoativo das prostaglandinas derivadas do
PVAT em AMR e seus efeitos na funcdo endotelial durante a sindrome metabolica. Seus
resultados mostram que a disfuncdo endotelial observada nestes animais esta relacionada,
em parte, com a liberacdo de prostaglandinas derivadas do PVAT, uma vez que a inibigéo
especifica da COX-2 melhorou o relaxamento a ACh em artérias +PVAT, sem trazer

modificacdes aquelas -PVAT.

Grandes mudancas ocorrem nos depositos de tecido adiposo ao longo da vida. No
envelhecimento, essas mudancas estdo associadas a massa, distribuicdo e funcdo do
tecido adiposo (CARTWRIGHT; TCHKONIA; KIRKLAND, 2007). Encontra-se bem
documentado que o avanco da idade favorece a perda do TAB subcutaneo, acimulo na
regido visceral e redistribuicdo dos depositos, surgindo em regides ndo convencionais
(deposicdo ectopica) (SCHWARTZ et al.,1990; BARZILAI; GUPTA, 1999;
SCHOSSERER, 2018). Além desses, prejuizo do potencial regenerativo e da capacidade
de diferenciacdo dos precursores dos adipocitos (SCHOSSERER et al.,, 2018),

desenvolvimento de um estado inflamatorio associado a idade (“inflammageing”)
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(FRANCESCHI et al., 2000; MAU; YUNG, 2018) e alteracdo no perfil de sintese e
secrecdo de adipocinas (MANCUSO; BOUCHARD, 2019) tém sido descritos. Além das
alteracdes no TAB, o envelhecimento também produz reducéo e clareamento do TAM
(LECOULTRE; RAVUSSIN, 2011; RAVUSSIN; GALGANI, 2011; SHIMIZU;
YOSHIDA; MINAMINO, 2015) e uma maior densidade de adipdcitos brancos em areas
de predominio dos adipdcitos marrom (CYPESS et al., 2009).

O somatdrio das alteraces supracitadas podem resultar em resisténcia a insulina
(DEFRONZO, 1979; ELAHI, 1999) e nos processos mediados pela insulina, como a
captacdo de glicose em tecidos periféricos (REAVEN, 1989; NARIMIYA, 1984),
inibicdo da lipdlise (NYBERG; MELLGREN; SMITH, 1976; MILLER; ALLEN, 1973),
descontrole hepéatico da producdo de glicose (GUPTA et al.,, 2000), secre¢do de
triglicerideos (BRAVO et al., 1996), desregulacdo térmica e desequilibrio energético. A
partir dessas observacOGes, € plausivel que o envelhecimento contribua para o
desenvolvimento de doencas associadas a idade por meio das alteragbes produzidas nos

depdsitos de gordura.

Alguns estudos também tem revelado que o envelhecimento traz consequéncias ao
papel do PVAT sobre a vasculatura (FANG et al., 2009; KONG et al., 2018; PAN et al.,
2018; PAN et al., 2019; PADILLA et al., 2013; FLEENOR et al., 2014). Um estudo
publicado por Fleenor e colaboradores (2014) foi o primeiro a descrever a relacao entre
0 PVAT e as alteragdes vasculares decorrentes do envelhecimento em artérias elasticas.
Estes autores demonstraram que 0 aumento da rigidez arterial em camundongos idosos
estava associado a alteracdes do PVAT. Os autores usaram um modelo de transplante de
gordura em um sistema de cultura de tecido in vitro e demonstraram que o aumento da
rigidez arterial nestes animais estava associado ao aumento da geragdo de anions
superoxido e da secrecdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias pelo PVAT. Mais
recentemente, outros autores demonstraram que intervengdes que visam reduzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio foram capazes de minimizar os efeitos do
PVAT sobre a rigidez arterial de animais idosos (AGABITI-ROSEI et al., 2017;
OUYANG; GARNER; FLEENOR, 2017). Contudo, estudos que tenham buscado
caracterizar os efeitos do envelhecimento sobre a modulagdo exercida pelo PVAT
(marrom e branco) na funcéo vascular de artérias de condutancia e de resisténcia sdo
bastante limitados. Desta forma, surge a necessidade de explorar sua funcdo e 0s

mecanismos envolvidos nesta condi¢do, uma vez que o PVAT ja é considerado como um
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alvo terapéutico.Diante do exposto, a hipdtese deste estudo é a de que as alteracBes da
funcdo vascular decorrentes do envelhecimento, podem ser mediados, pelo menos em
parte, por uma disfuncéo do PVAT. Esse processo levaria a reducdo ou perda da sintese
de fatores anti-contrateis, aumento de fatores oxidativos e pro-inflamatérios, piorando o

prejuizo vascular no envelhecimento.

Figura 7. Esquema representativo da hipotese deste estudo.
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Fonte: O autor (2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do envelhecimento sobre o PVAT marrom e branco e sua influéncia
na funcdo contratil da aorta torcica, abdominal e artéria mesentérica de resisténcia de

ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar o efeito do PVAT sobre a contracdo induzida por estimulagéo alfa-adrenérgica
em artérias de ratos jovens e idosos;

¢ Analisar na resposta contratil a participacdo de mediadores derivados do PVAT (p.ex.
Oxido nitrico, prostaglandinas, espécies reativas de oxigénio) sobre a reatividade vascular
dos grupos experimentais citados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais executados no presente estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentago e Uso de Animais da Universidade
Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE - Protocolo n® 0071/2018), que seguem 0s
principios éticos da pesquisa com animais adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias
de Animais de Laboratério (SBCAL).

Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), aos 03 e 23 meses
de idade foram adquiridos do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco e mantidos em gaiolas de polipropileno,
acondicionadas em ambiente com temperatura controlada de 22+ 2 e ciclo claro-escuro

de 12 horas, tendo livre acesso a 4gua e a alimentagéo.

4.2 ESTUDOS DE REATIVIDADE VASCULAR EM ANEIS DE AORTA E AMR

- Aorta toréacica e abdominal

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina (64.9; 3.2
mg/kg, respectivamente, i.p.) e exanguinados. A aorta foi delicadamente manipulada e
limpa de tecidos conectivos. Anéis de 3 mm de comprimento foram obtidos da porcéo
torécica e abdominal na +PVAT e -PVAT. Afim de excluir as possiveis modulacdes
exercidas por parte do endotélio e entender de maneira mais objetiva o papel do PVAT
na reatividade vascular, o endotélio foi mecanicamente removido (E-) através da friccao

do limen arterial com um fio metéalico.

Cada anel foi montado em camara de vidro contendo 5 mL de solugdo de Krebs
Henseleit (composicdo em mM: 115 NaCl, 2,5 CaCly, 4,6 KCI, 1,2 KH2PO4, 1,2
MgSO4.7H20, 25 NaHCOs, 11,1g de glicose e 0,03 EDTA) continuamente aquecida a
37°C e ininterruptamente gaseificada com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de COy),
mantendo o pH estavel em 7,4. Para a montagem, dois fios de aco inoxidavel, de formato
triangular, foram inseridos no limen dos segmentos vasculares, de forma que

permanecessem paralelos. Um triangulo foi fixado a uma haste na parede da cuba e o
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outro conectado verticalmente a uma haste movel presa a um transdutor de tensdo
isométrica de deslocamento de forca (Letica TRI 201; Panlab, SL, Barcelona, Espanha).
O transdutor foi conectado a um amplificador (Bridge Amp, ML119; ADInstruments),
este Gltimo, a um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab 8/35, ML870/P
ADinstruments) e este a um computador (Figura 8). Assim, qualquer alteracdo na tensao
desenvolvida pela artéria era captada pelo transdutor e o sinal amplificado. As artérias
foram mantidas em tenséo de repouso de 1,0 g, a qual foi reajustada durante o periodo de

estabilizacdo de 45 minutos.

Figura 8. Esquema representativo de midgrafo para avaliagdo da reatividade vascular em aorta.
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Fonte: O autor (2020).

- Artérias mesentéricas de resisténcia (AMR)

Para estudo da reatividade vascular em AMR, foi utilizada a metodologia descrita
por MULVANY & HALPERN (1977). Para tal, artérias de terceira ordem do leito
mesentérico (diametro interno 250-300 um) foram dissecadas e cortadas em segmentos
entre 1,7 - 2,0 mm de comprimento na presenca e/ou auséncia do PVAT (+PVAT/-PVAT)
e auséncia do endotélio (E-). Cada segmento foi montado imerso em solugdo de Krebs-
Henseleit numa cadmara de metal e dois fios de tungsténio (40 um de didmetro) foram

inseridos em seu Iimen em um midgrafo para vasos resisténcia (Danish Myo Tech,
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Modelo 610M, Aarhus, Dinamarca) para estudos de tensdo isométrica, estando um dos
fios conectados a um transdutor de tensdo. Dessa forma, qualquer alteragéo de tensédo
arterial era captada e amplificada. Esse midgrafo estava conectado a um sistema de
aquisicdo de dados (PowerLab 8/35; ADInstruments, Autralia) e este a um computador
(figura 9). Ap6s um periodo de estabilizacdo de 30 minutos em solucdo gaseificada com
mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO.) a temperatura de 37°C e pH de 7,4, as
artérias foram estiradas a um diametro luminal ideal para desenvolvimento de tensdo ativa
maxima. Para isso, em cada segmento arterial a relacdo tensdo:diametro interno foi
calculada, ajustando seu diametro interno, Lo, em 90% do didmetro que cada artéria teria
se estivesse exposta a uma presséo transmural de 100 mmHg (MULVANY; HALPERN,
1977). O diametro interno (l1) foi determinado de acordo com a equagédo |1 = Li/z,
utilizando um software especifico para normalizacdo de cada segmento arterial (DMT
Normalization Module, ADInstruments). L1 representa a tenséo passiva equivalente a 100

mmHg de pressdo transmural.

Figura 9. Esquema representativo de miégrafo para avaliacdo da reatividade vascular em AMR.

Fonte: O autor (2020).

4.2.3 Protocolos experimentais
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Ap0s o periodo de estabilizacdo de 45 minutos, foi adicionado as camaras contendo
0s segmentos vasculares uma solucédo de cloreto de potéssio (KCI) (75 mM para aorta e
120 mM para AMR) afim de verificar a viabilidade do musculo liso vascular através da
atividade contratil maxima induzida por despolarizacao, independente de vias associadas
a receptores de membrana. A contracdo maxima foi aguardada para anéis de AMR sendo
notada pela presencga de um platd no registro da contragdo. Os anéis que ndo obtiveram
contracdo foram descartados. Os segmentos viaveis foram lavados trés vezes com solugédo
de Krebs Hesenleit. Apds 30 minutos de estabilizacdo, uma nova exposic¢ao ao KClI foi
realizada apenas em anéis de aorta para a aquisi¢do da contracdo méxima do musculo liso
vascular, apds platd, estes anéis foram lavados com solucdo de Krebs-Henseleit até

retornarem a tensdo de repouso.

Apdbs um novo periodo de estabilizacdo de 30 minutos, as artérias foram pre-
contraidas com fenilefrina (FE, 10 uM, em anéis de aorta toracica e abdominal) ou
noradrenalina (NA, 10 uM, em anéis de AMR) e, mediante formacdo de um platd na
contracdo, a acetilcolina (1 uM, um agente vasodilatador dependente do endotélio) foi
administrada com a finalidade de verificar a efetividade do método de remocdo do
endotélio. A auséncia do endoteélio foi considerada para relaxamentos igual ou inferior a
5%.

A influéncia do PVAT foi investigada através de curvas concentracao-resposta a
FE (10%%-10* M) ou @ NA (1071°-104 M) em artérias com ou sem PVAT (+PVAT/-PVAT)
isoladas de ratos jovens e idosos. Inibidores e miméticos também foram utilizados. Para
tal, a participacdo do *NO nos efeitos produzidos pelo PVAT sobre a resposta contratil a
FE ou NA foi investigada utilizando o inibidor ndo seletivo da NOS, o N(w)-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME - 100uM). A participacdo de anions superoxido foi
investigada por meio do uso do MnTMPyP (10uM), um antioxidante mimético da SOD-
Mg. Ademais, a participacdo da via da COX foi investigada através do uso da
indometacina (10 pM), um inibidor n&o seletivo da COX. Todos os farmacos foram
separadamente adicionados ao banho 30 minutos antes do inicio da curva de contragdo
(Figura 10).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a resposta
contratil a FE ou NA em artérias dos diferentes grupos estudados, a diferenca da area
abaixo da curva (AAUC) de concentracdo-resposta a FE ou NA em situacdo controle (sem
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farmacos) e experimental (com farmacos) foi calculada. A AUC foi calculada para cada
curva concentragao-resposta e a diferenga foi expressa como porcentagem da diferenca
da AUC (dAUC) da curva controle.

Figura 10. Esquema ilustrativo do protocolo de reatividade vascular em aorta (A) e em AMR (B).
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Fonte: O autor (2020).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados fordo expressos como media + erro padrdo da média. A Analise
estatistica foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA), duas vias. Quando a
ANOVA apresentou significancia estatistica o teste post-hoc de Bonferroni foi aplicado
(GraphPad Prism Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram considerados

significantes para valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO PVAT SOBRE A RESPOSTA VASCULAR CONTRATIL DE
AORTA E ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA

A contracdo induzida pelo KCI (75 mM, aorta e 120 mM, AMR) foi semelhante
entre 0s grupos na presenca ou auséncia do PVAT (Aorta torécica: +PVAT 03m: 2,00 +
0,17g vs. +PVAT 23m: 2,00 + 0,109 P>0,05; -PVAT 03m: 1,99 + 0,149 vs. -PVAT 23m:
2,00 + 0,159 P>0,05; Aorta abdominal: +PVAT 03m: 1,99 + 0,179 vs. +PVAT 23m: 2,10
+0,10g P>0,05; -PVAT 03m: 2,08 £ 0,109 vs. -PVAT 23m: 2,07 £ 0,13g P>0,05; AMR:
+PVAT 03m: 7,56 £ 0,4 mN vs. +PVAT 23m: 7,42 + 0,4 mN P>0,05; -PVAT 03m: 7,48
+0,5mN vs. -PVAT 23m: 7,50 £ 0,4 mN P>0.05). Na aorta, a resposta vasoconstritora a
FE foi expressa de acordo com a forca e o comprimento de cada anel medido em

miliNewton/milimetro (mN/mm).

A resposta contratil a fenilefrina (FE) (aorta toracica e abdominal) e a noradrenalina
(NA) (AMR) foram avaliadas em artérias +PVAT e -PVAT de animais jovens e idosos.
Como anteriormente descrito na literatura, em ratos adultos jovens, a resposta contratil a
estimulacdo alfa adrenérgica na aorta toracica e AMR +PVAT foi menor quando
comparada as artérias -PVAT (Figura 11A, 11C), indicando que o PVAT modula
negativamente a resposta contratil nestas artérias. Em contrapartida, na aorta abdominal
de ratos jovens, a presenca do PVAT ndo alterou a resposta contréatil induzida pela FE
(Figura 11B).

Em ratos idosos, a presenca do PVAT em anéis de aorta toracica (Figura 12A) e
AMR (Figura 12C) ndo modificou a resposta contratil a FE e a NA, respectivamente.
Semelhante ao observado em ratos jovens, a presenca do PVAT na aorta abdominal

(Figura 12B) de ratos idosos ndo promoveu modifica¢fes na resposta contratil a FE.
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Figura 11. Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina (A, B) e a noradrenalina (C) em aorta toracica (TOR,
A), abdominal (ABD, B) e artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C) na presenca (+PVAT) ou auséncia
(-PVAT) do tecido adiposo perivascular (PVAT) de ratos com trés meses de idade (03m). Os resultados
s80 expressos como média + erro padrdo da media. N=6-8 por grupo.
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Figura 12. Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina (A, B) e noradrenalina (C) em aorta toracica (TOR,
A), abdominal (ABD, B) e artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C) na presenca (+PVAT) ou auséncia
(-PVAT) de tecido adiposo perivascular (PVAT) de ratos com vinte e trés meses de idade (23m). Os
resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 por grupo.
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5.2 PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO SOBRE OS EFEITOS VASCULARES
EXERCIDOS PELO PVAT EM ARTERIAS DE RATOS JOVENS E IDOSOS

Com o intuito de investigar se as alteragdes induzidas pelo envelhecimento sobre o
efeito do PVAT na contracdo induzida por FE ou NA envolve modifica¢fes na via do
*NO, segmentos arteriais +PVAT foram pré-incubadas com L-NAME. O efeito do L-
NAME em artérias +PVAT de animais jovens e velhos foi comparado.

Como é possivel observar na Figura 13, tanto em segmentos de aorta toracica e
abdominal oriundas de animais jovens (Figura 132 e 13B) quanto de animais idosos
(Figura 13C e 13D) a pré-incubacdo com L-NAME potencializou de maneira significativa
a resposta contratil a FE. Entretanto, essa resposta foi de menor magnitude na aorta
abdominal de ratos idosos, como evidenciado pela diferencga de area abaixo da curva a FE
(dAUC) na auséncia e na presenca de L-NAME (Figura 13E). Com o intuito de confirmar
se o efeito do L-NAME era dependente do PVAT, aneéis de aorta toracica e abdominal
sem PVAT foram pré-incubados com esse inibidor da NOS. Na auséncia do PVAT, o L-
NAME ndo modificou significativamente a curva de concentracao-resposta a FE na aorta
toracica e abdominal dos grupos estudados (Figura 14).
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Figura 13. Efeito da pré-incubagdo com L-NAME sobre a contra¢do induzida por fenilefrina na aorta
torécica (A, C) e abdominal (B, D) sem endotélio (E-) e na presenca (+PVAT) do tecido adiposo
perivascular (PVAT) de ratos aos trés (03m) e vinte e trés (23m) meses de idade. (E), Diferenca percentual
da érea abaixo da curva de concentracdo-resposta a fenilefrina (dAUC) em artérias dos quatro grupos
experimentais. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N= 6-8 por grupo. Teste
t: *P<0,05 vs. ABD 03m.
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Figura 14. Efeito da pré-incubagdo com L-NAME sobre a contragdo induzida por fenilefrina na aorta
torécica (A, C) e abdominal (B, D) sem endotélio (E-) e na auséncia (-PVAT) do tecido adiposo perivascular
(PVAT) de ratos aos trés (03m) e vinte e trés (23m) meses de idade. Os resultados sdo expressos como
média + erro padrdo da média. N= 6-8 por grupo.
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Semelhante ao observado na aorta toracica, o0 L-NAME potencializou a contragdo
induzida por NA nas AMR de ratos jovens (Figura 15%). Por outro lado, nas AMR de ratos
idosos, a resposta contratil 2 NA foi reduzida na presenca de L-NAME (Figura 15B). Em
ambos grupos, o efeito do L-NAME foi dependente da presenca do PVAT, uma vez que
na sua auséncia (-PVAT) ndo foram observadas modificagdes significativas na resposta
contratil 8 NA (Figura 15C e 15D).
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Figura 15. Efeito da pré-incubagdo com L-NAME sobre a contracdo induzida por noradrenalina nas AMR
de ratos sem endotélio (E-) de ratos com trés (03m, A, C) e vinte e trés (23m, B, D) meses de idade.
Experimentos foram realizados na presencga (+PVAT, A, B) e na auséncia (-PVAT, C, D) do tecido adiposo
perivascular (PVAT). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N= 6-8 por grupo.
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5.3 EFEITO DO ENVELHECIMENTO SOBRE A PRODUCAO DE EROS
DERIVADAS DO PVAT

O envelhecimento esta associado a um aumento da producdo de EROs. Com o
objetivo de investigar se essas espécies contribuem para a perda do efeito anti-contratil
em animais idosos, os segmentos de artérias foram pré-incubados com 0 MnTMPyP (um
mimético da superoxido dismutase). Nas artérias de ratos jovens, 0 MNnTMPyP n&o
modificou a resposta contratil a estimulacéo alfa-adrenérgica (Figura 16A, 16B e 16C).
Em ratos idosos (23m), houve reducdo da resposta contratil nas trés artérias avaliadas
(Figura 17A, 17C e 17E) apenas na presenca do PVAT (+PVAT). Em anéis sem PVAT
(-PVAT) ndo houve modificagdo da resposta contrétil na presenca do MnTMPYP (Figura
17B, 17D e 17F).
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Figura 16. Efeito da pré incubacdo com MnTMPYP sobre a contragdo induzida por fenilefrina (A e B) ou
noradrenalina (C) em artérias sem endotélio (E-) e com PVAT (+PVAT) de ratos com trés 03m de idade.
Os resultados sdo expressos como média + erro padréo da média. N=6-8 por grupo.
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Figura 17. Efeito da pré incubacdo com MnTMPyP sobre a contragdo induzida por fenilefrina ou
noradrenalina na aorta torécica (A e B), abdominal (C e D) e AMR (E e F) de ratos com 23 meses (23m)
de idade, na presenca (+PVAT) ou auséncia (-PVAT) de tecido adiposo perivascular (PVAT). Os
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experimentos foram realizados na auséncia de endotélio (E-). Os resultados sdo expressos como média +
erro padrdo da média. N=6-8 por grupo.

5.4 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE A SINTESE DE
PROSTAGLANDINAS DERIVADAS DO PVAT

As prostaglandinas estdo envolvidas com as alteragbes vasculares no
envelhecimento. Neste estudo também foi avaliada a possivel participacdo desta via
através da pré-incubacdo das artérias com indometacina, um inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase. A incubagdo ndo modificou a resposta contratil em vasos de animais
jovens (Figura 18A, 18B e 18C). Em artérias oriundas de ratos idosos (23m), houve
reducdo da resposta contratil nas trés artérias avaliadas na +PVAT (Figura 19A, 19C e
19D). Em anéis -PVAT néo houve modificacdo da resposta contratil (Figura 19B, 19C e
19E).
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Figura 18. Efeito da pré incubagdo com indometacina sobre a contrag¢do induzida por fenilefrina (A e B)
ou noradrenalina (C) em artérias sem endotélio (E-) e com PVAT (+PVAT) de ratos com trés 03m de idade.
Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média. N=6-8 por grupo.
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Figura 19. Efeito da pré-incubacdo com indometacina sobre a contra¢do induzida por fenilefrina ou
noradrenalina na aorta toracica (A e B), abdominal (C e D) e AMR (E e F) de ratos com 23 meses (23m)
de idade, na presenca (+PVAT) ou auséncia (-PVAT) de tecido adiposo perivascular (PVAT). Os
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experimentos foram realizados na auséncia de endotélio (E-). Os resultados sdo expressos como média +
erro padrdo da média. N=6-8 por grupo.
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6 DISCUSSAO

Alteracbes vasculares associadas a idade tornam o sistema cardiovascular
susceptivel & doencas mesmo na auséncia de fatores de risco adicionais. Recentemente o
PVAT foi reconhecido como parte integrante da parede vascular e um modulador de sua
estrutura e funcdo. Embora um grande namero de evidéncias funcionais e moleculares a
respeito do PVAT tenha sido publicado na ultima década, o efeito do envelhecimento
sobre o PVAT é pouco conhecido. Alguns estudos realizados com ratos idosos mostram
que eles apresentam alteracdes nos depdsitos de PVAT marrom e branco (FANG et al.,
2009; AGABITI-ROSEI et al., 2017; KONG et al., 2018), contudo, a sua repercussdo
para a funcdo vascular é pouco compreendida. O presente estudo investigou o efeito do
envelhecimento sobre 0 PVAT e sua modulagdo na reatividade vascular da aorta toracica,
abdominal e AMR de ratos, além de alguns mecanismos envolvidos. O principal achado
deste estudo mostra que o envelhecimento leva a perda do efeito anticontratil do PVAT
em aorta toracica e AMR, bem como, parece aumentar a liberacdo de fatores

vasoconstritores nas trés artérias avaliadas.

Dados publicados por Soltis & Cassis (1991), Lohn et al., (2002), Verlohren et al.,
(2004) e Gao et al., (2007), demonstraram que o PVAT da aorta toracica e do leito
mesentérico de ratos jovens modula negativamente a resposta contratil a varios agentes
vasoconstritores. Corroborando com esses achados, os resultados do presente estudo
demonstram que a presenca do PVAT, em anéis de aorta toracicae AMR, reduz a resposta
contrétil a FE e NA, respectivamente, quando comparado aos anéis sem PVAT. No
entanto, na aorta abdominal o PVAT ndo exerceu nenhum efeito modulatorio detectavel
sobre a resposta contratil a FE, semelhante ao observado por Victorio e colaboradores
(2016a). Assim, os resultados aqui obtidos reforcam que o PVAT marrom (aorta toracica)
e branco (AMR) produz e secreta substancias que atuam de forma parécrina reduzindo a

resposta vasoconstritora.

No PVAT torécico, dois principais alvos sdo descritos para explicar sua acao anti-
contratil. O primeiro envolve os IKatp, 0s quais, quando ativados conduzem ao efluxo de
K" levando a hiperpolarizagdo das CMLV e a vasodilatacdo. O segundo, envolve a
producdo de *NO derivado da eNOS. Este, ao estimular a GC, eleva os niveis

intracelulares de GMPc e posterior ativacdo da PKG, promovendo também vasodilatacao.
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Em AMR, esse efeito é atribuido principalmente aos IKv e a producdo de H2O.. Este
ultimo é capaz de estimular diretamente a GC e levar a vasodilatacdo. Como relatado
anteriormente, o PVAT da aorta abdominal exibe um fendtipo divergente da aorta
toracica, bem como, mostra menor biodisponibilidade do <NO, avaliado pela
fluorescéncia a diaminofluoreceina, e menor expressdo da eNOS (VICTORIO et al.,
2016a). Assim a auséncia da fungdo anticontratil pode estar relacionada a tais diferencas,

no entanto, seu papel na modulacéo do ténus vascular ndo se encontra bem definido.

Em ratos idosos, 0 PVAT da aorta toracica e AMR nédo modificou a resposta a FE
e NA, respectivamente, tampouco a contracdo a FE na aorta abdominal. Assim, esses
dados confirmam a hipétese inicial do estudo de que o envelhecimento promove a perda
do efeito anti-contratil do PVAT em ratos. A literatura mostra que no PVAT torécico o
envelhecimento prejudica a diferenciacao de pré-adipocitos em adipdcitos (KONG et al.,
2018; PAN et al., 2019), alteracdo em sua morfologia, contribui para seu “clareamento”,
com surgimento de adipdcitos brancos em meio aos adipocitos marrons (PADILLA et al.,
2013). Estas alteracdes podem contribuir para o desenvolvimento de um perfil pro-
oxidativo e pro-inflamatério no PVAT, o que pode contribuir para a disfuncao vascular
decorrente do envelhecimento (KONG et al., 2018; PAN et al., 2019). No que diz respeito
a producdo de fatores vasodilatadores, Fang e colaboradores (2009) demonstraram que 0
avanco da idade reduz a producéo do H»S, um modulador dos IKca e IKatp, mesmo diante
de uma maior expressdo da cistationina f-sintase, principal enzima produtora deste
mediador. Kong e colaboradores (2018) observaram em aorta de ratos espontaneamente
hipertensos, que o envelhecimento promove clareamento do PVAT toracico o qual esta
associado com uma menor produc¢édo de adenosina, um nucleosideo composto por adenina
e ribose com propriedade vasodilatadora independente do endotélio, e uma menor
expressdo de sua enzima produtora a ecto-5- nucleotidase (CD73). E relatado ainda, que
em AMR de camundongo com envelhecimento acelerado (SAMP8), também ocorre
reducdo do efeito anti-contratil da PVAT (AGABITI-ROSEI et al., 2017). Tomados em
conjunto, os resultados do presente estudo corroboram e sugerem que alteragdes no
PVAT decorrentes da idade avangada pode contribuir para a disfungdo vascular em ratos

idosos.

Alguns trabalhos tém relatado a existéncia de duas vertentes que correlacionam a
perda ou reducdo do efeito anti-contratil do PVAT, estas sdo: uma diminuicdo na
producéo de fatores relaxantes e/ou um aumento na producdo de fatores contrateis. Tais
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alteracdes estdo correlacionadas, dentre outras, com desequilibrio na produgdo de *NO,

presenca de inflamacéo e EO (SZASZ et al., 2013).

No PVAT o *NO ¢ produzido a partir da eNOS e iNOS (GIL-ORTEGA et al., 2010;
AGHAMOHAMMANDZADEH et al., 2015; XIA et al., 2016; VICTORIO et al., 2016;
NOBREGA et al., 2019; BARP; BENEDET, 2020). Alteracdes na biodisponibilidade do
*NO, envolvendo a eNOS, tem sido associada a sua menor expressdo e/ou atividade,
reducdo de seus cofatores e presenca de seu estado desacoplado. Xia e colaboradores
(2016) demonstraram que a obesidade induzida por dieta em camundongos leva a
deficiéncia de L-arginina e ao desacoplamento da eNOS no PVAT da aorta toracica. Ja
Victério e colaboradores (2016b), descreveram o estado desacoplado da eNOS no PVAT
torécico de ratos apos hiperestimulacdo beta-adrenérgica com isoproterenol durante oito
dias. Neste estudo, o desacoplamento estava associado ao aumento dos niveis de <O2’, 0
qual foi reduzido pela incubacdo com o L-NAME, indicando sua producéo por parte da
eNOS. Em um trabalho publicado por Gil-Ortega e colaboradores (2010) foi demonstrado
que o PVAT do leito mesentérico de camundongos (C57BL/6J) apresentou uma
superproducdo de *NO quando submetidos a uma dieta hiperlipidica por oito semanas.
Embora o sobrepeso e a obesidade estejam associados a reducdo do *NO, a superproducao
observada no PVAT parece ser um mecanismo compensatorio, visando preservar a
funcéo vascular. No entanto, em ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica por mais
de trés meses ocorreu reducdo da biodisponibilidade do ¢NO, mostrando que a
superproducdo observada inicialmente é perdida quando os animais sdo submetidos a
dieta por um tempo mais longo (AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015).

Assim, no presente estudo foi avaliada a participacdo da NOS do PVAT sobre a
modulacdo da func¢do vascular de ratos jovens e idosos através da pré-incubagdo com o
L-NAME. Na presenca desse inibidor, anéis aorticos (toracico e abdominal) +PVAT de
ambos 0s grupos experimentais tiveram sua resposta contratil a FE aumentada de maneira
significativa. Na AMR, o L-NAME aumentou apenas a contracdo a NA em animais
jovens, atenuando-a em animais idosos. Em anéis -PVAT o L-NAME ndo modificou a
resposta contratil em nenhum dos grupos avaliados, indicando que seu efeito € mediado
pela inibi¢do da sintese do *NO do PVAT, e ndo de outra regido da parede arterial. Os
dados apresentados somados aos encontrados na literatura sugerem que a NOS participa
da regulacéo da funcdo contratil nas aortas de animais jovens e idosos, mesmo diante da

perda do efeito anti-contratil observada em animais idosos, porém esse efeito foi menor
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nas artérias do grupo idoso, como verificado pela dAUC. Na AMR de animais idosos, a
reducdo da resposta contratil a NA, sugere que a NOS se encontra em sua forma
desacoplada, dessa forma a sua inibi¢do contribuiria para uma menor liberagdo de <Oy,

levando a reducéo da resposta contratil.

Disfuncdo vascular em individuos idosos esta associada a niveis aumentados de
EROs, dentre elas 0 "O2". No PVAT, a producgéo de EROs foi inicialmente relatada por
Gao e colaboradores (2007). Esse grupo mostrou que a eletroestimulagcdo de AMR na
presenca do PVAT aumentou a resposta contratil por meio da liberacdo de *O." produzidos
pela NADPH oxidase. Posteriormente, outro estudo também mostrou um aumento dos
niveis de "0, via NADPH oxidase, desta vez mediado pela angiotensina Il (GALVEZ-
PRIETO et al.,, 2008). Além disso, Aghamohammadzadeh e colaboradores (2015)
relataram que a perda da funcéo anticontratil do PVAT em AMR de animais obesos foi
restaurada pela pré-incubacdo desses vasos com um mimético da SOD. Em conjunto estes
dados sugerem que o desequilibrio entre a sintese e remocdo de EROs podem estar
envolvidos na disfuncdo do PVAT. No presente estudo, foi investigada se a perda do
efeito anti-contratil do PVAT em animais idosos esteve relacionada ao aumento dos

niveis de teciduais de’Oy".

A pré-incubacdo com MnTMPyP, um mimético da Mn-SOD, ndo modificou a
resposta contratil nenhuma das artérias +PVAT de animais jovens. No entanto, a resposta
contrétil na aorta toracica, abdominal e AMR (todas +PVAT) de ratos idosos foi atenuada
na presenca do MnTMPyP. Nas artérias -PVAT de ratos idosos a presenca do mimético
ndo causou qualquer efeito detectavel na resposta contratil. Deste modo, é possivel sugerir
gue em animais jovens existe equilibrio entre a producdo de "O2 e sua remogdo através
das defesas antioxidantes. No entanto, as EROs geradas no PVAT de ratos idosos
contribuem para a reducao da biodisponibilidade do *NO e aumento da contratilidade das
CMLVs cooperando para a perda do seu efeito anticontratil. Corroborando esses achados,
Fleenor e colaboradores (2014), observaram um aumento do Oz no PVAT torécico de
camundongos C57BL6/N aos 26-28 meses de vida, o qual foi associado ao aumento da
rigidez aortica, avaliada atraveés da velocidade da onda de pulso. Apds tratamento dos
animais com um mimético da SOD, o tempol, os niveis de O foram semelhantes aos de
seu controle jovem (4-6 meses). Além deste, o tratamento reverteu também o
enrijecimento arterial. Ademais, a sintese de citocinas/quimiocinas pré-inflamatorias foi

maior no PVAT do grupo idoso em relacdo ao jovem. Bailey-Downs e colaboradores
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(2012) também mostraram que o PVAT de camundongos C57BL/6 idosos e obesos (24
meses de idade) exibe EO devido a regulacdo positiva da NADPH oxidase, reducéo da
expressdo da eNOS, disfuncdo endotelial e inflamacdo vascular em relacdo aos ratos
idosos ndo obesos, sugerindo que em idosos obesos 0 PVAT pode representar um fator
de risco para o desenvolvimento de DCVs. E importante ressaltar que a agdo do
MnTMPyP sobre o "Oz gera H2O2, sendo este um fator vasodilator, cabe futuramente
investigar se a resposta reduzida na presenca do mimético da Mn-SOD ¢ devido a

formacéo deste fator.

Prostanodides vasoconstritores participam da disfuncdo vascular induzida pelo
envelhecimento. Além disso 0 EO pode induzir aumento da atividade e expressdo da
COX-2, aumentado ainda mais a producao desses prostandides, o que leva a producéo de
mais EROs, tornando um ciclo vicioso. Em conjunto, prostandides e EROs, contribuem
para a reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, aumento das respostas
contrateis e para a inflamacdo em varios leitos vasculares (ADEAGBO et al., 2005;
TANG et al., 2007). Um aumento da liberacdo de fatores contrateis derivados da COX-2
também foi descrito no PVAT (MENDIZABAL et al., 2013). Assim, no presente estudo,
o envolvimento da COX na perda do efeito anti-contratil do PVAT de ratos idosos foi
investigado através do pré-tratamento dos anéis arteriais com o inibidor ndo seletivo da
COX, a indometacina. Os resultados mostram que nao houve diferencas detectaveis nos
segmentos vasculares de animais jovens. No entanto, a resposta contratil na aorta toracica,
abdominal e AMR +PVAT de ratos idosos foi reduzida na presenca da indometacina, sem
qualquer efeito detectavel em seus respectivos anéis -PVAT. Esse resultado, portanto,
sugere que ha um desequilibrio na sintese de prostandides no PVAT de ratos idosos, a

favor da vasoconstricdo, o qual contribui para a perda do seu efeito anticontratil.

Amor e colaboradores (2008) demonstraram que o PVAT adrtico de ratos idosos
exibe um perfil pro-inflamatdrio, pois superexpressa iNOS, TNF-a e IL-1B em relagdo ao
PVAT de ratos jovens. No PVAT da aorta abdominal, Police e colaboradores (2009),
mostraram que camundongos obesos, também apresenta aumento na sintese de fatores
pro-inflamatorios. No entanto, como dito anteriormente, estes depositos exibem
diferentes fenotipos, os quais influenciam em suas atividades paracrinas (SCHUTZ et al.,
2020). Nesse contexto, quando comparado ao PVAT da aorta abdominal, havia maior
expressao e liberacdo de proteina quimioatraente de monocitos 1 (MCP-1), receptor de
quimicina C tipo 2 (CCR2) e infiltragdo de macrdofagos no PVAT toracico (POLICE et
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al., 2009). Corroborando esse achado, Fitzgibbons e colaboradores (2011) mostraram que
0 PVAT da aorta toracica apresenta maior resisténcia a infiltracdo de macrofagos,
sugerindo que o PVAT marrom parece ser menos susceptivel a processos inflamatorios.
Em AMR, Mendizabal e colaboradores (2013) mostraram que o PVAT de ratos com
sindrome metabolica exibiu maior atividade para COX-2, e que a inibi¢cdo desta enzima
ou o bloqueio do receptor TP melhorou o relaxamento dependente do endotélio,

reforgando este tecido como uma fonte adicional de prostandides na parede vascular.

Diante dessas evidéncias, o envelhecimento parece contribuir para a disfuncéo do
PVAT em ratos, possivelmente por um aumento da liberacdo de fatores vasoconstritores
e reducdo de vasodilatadores, contribuindo para a disfuncdo da resposta contratil
associada a idade. Outros estudos devem ser realizados para confirmagdo das vias

envolvidas e a elucidacdo de possiveis novos mecanismos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados experimentais apresentados neste estudo demonstram que o
envelhecimento promove a perda do efeito anti-contratil do PVAT marrom e branco (em
AMR) em ratos Wistar. Esta perda parece ser decorrente do aumento da sintese de
prostandides e de espécies reativas de oxigénio e reducdo de 0xido nitrico. Estes dados
estendem o conhecimento sobre o as a¢gdes do envelhecimento sobre o PVAT da aorta
torécica, abdominal e mesentérica, com énfase no seu papel fisiopatoldgico e contribui

para o conhecimento da fisiopatologia vascular associada ao envelhecimento.
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