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RESUMO

Adicional a relevancia do endotélio, o tecido adiposo perivascular (PVAT) desempenha
importante papel no controle do sistema cardiovascular e endocrino-metabolico, ¢ responsavel
por liberar uma grande variedade de substancias que podem modular a vasomotricidade. O
objetivo do presente estudo foi verificar o papel do tecido adiposo perivascular em aorta de ratos
treinados ¢ alimentados com dieta hiperlipidica. Ratos Wistar (290-320 g) foram divididos em:
Sedentario (c-SD), Sedentdrio Dieta Hiperlipidica (dh-SD), Treinado (c-TR) e Treinado Dieta
Hiperlipidica (dh-TR). Pelo periodo de dezesseis semanas os grupos c-SD e c-TR receberam
racdo balanceada e os grupos dh-SD e dh-TR receberam dieta hiperlipidica. Apds a oitava
semana, apenas os grupos treinados iniciaram o treinamento fisico aerébio (TR) em esteira, 5
dias/semana, 60 min por sessao (10 min a 40% da velocidade maxima, 40 min a 50-60% da
velocidade maxima e 10 min a 40% da velocidade maxima) e 0% de inclinagdo, até o final do
protocolo total. Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sodio
(SNP), fenilefrina (PHE) e serotonina (5-HT) foram obtidas em anéis de aorta toracica na
auséncia (PVAT-) e na presenca (PVAT+) do tecido adiposo perivascular. As concentragdes
plasmaticas de glicose, colesterol total (CT), triglicerideos (TG), insulina e leptina, foram
avaliadas. Foram determinadas as expressoes das proteinas: sintase endotelial do 6xido nitrico
(eNOS) na aorta e sintase induzivel do 6xido nitrico (iNOS) no PVAT. A dieta hiperlipidica
promoveu maior ganho de peso corporal e gordura epididimal, bem como aumento nos valores
de TG, insulina e leptina no grupo dh-SD comparado aos grupos c-SD, enquanto que o TR
reduziu estes valores no grupo dh-TR. Respostas Relaxantes: a poténcia (pECsy) e a resposta
maxima (Emax) aos agentes ACh e SNP ndo foram alteradas em todos os grupos, tanto para
PVAT- ou PVAT+. Respostas Contrateis: O PVAT promoveu redugdo da Eyax a PHE
(mN/mm) em todos os grupos: ¢c-SD (PVAT+: 3,5+0,4 e PVAT-: 6,6+0,5), c-TR (PVAT+:
4,740,8 e PVAT-: 7,9+1,4), dh-SD (PVAT+: 2,1+ 0,2 e PVAT-: 6,1+ 0,6) e dh-TR (PVAT+:
2,5+£0,4 ¢ PVAT-: 5,8+ 0,5). Nenhuma diferenca foi observada nos valores delta de reducao a
Emax promovida pela presenca do PVAT entre os grupos. A redugdo da Eyax foi similarmente
observada a 5-HT (mN/mm) em anéis PVAT+ para todos os grupos: ¢c-SD (PVAT+: 7,0+0,9 e
PVAT-: 9,7+1,3), ¢-TR (PVAT+: 7,8+0,4 ¢ PVAT-: 10,3+£0,6), dh-SD (PVAT+: 4,1+0,1 e
PVAT-:10,5+1,2) e dh-TR (PVAT+: 5,940,7 ¢ PVAT-: 10,54+0,9). O delta de redugao da Epax
foi maior no grupo dh-SD (6,3+1,5) quando comparado ao grupo ¢-SD (2,7+0,8) e o treinamento



fisico foi parcialmente eficaz em restabelecer esses valores no grupo dh-TR. Nao observamos
diferencas para os valores de pECsy para ambos agonistas contrateis. O peso do PVAT foi
reduzido no grupo c-TR (1,88+0,23 mg/mm) quando comparado ao grupo c-SD (2,98+0,08
mg/mm). A dieta hiperlipidica aumentou o peso do PVAT no grupo dh-SD (4,56+0,33 mg/mm)
e o treinamento reduziu esses valores no grupo dh-TR (2,40+0,32 mg/mm). Observamos
aumento nas expressoes da eNOS na aorta e iNOS no PVAT apenas no grupo dh-SD comparado
aos demais grupos. Concluimos que a dieta hiperlipidica nao alterou o efeito anticontratil do
tecido adiposo perivascular a fenilefrina em anéis de aorta. Porém, observamos alteragdo neste
efeito em resposta a serotonina, que foi parcialmente restaurada pelo treinamento fisico aerobio.

Palavras chaves: tecido adiposo perivascular, reatividade vascular, exercicio fisico aerobio,

dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

The importance of perivascular adipose tissue (PVAT) in vascular function has recently been
recognized. The aim of this study was to evaluate the effects of perivascular adipose tissue in the
aorta responsiveness from trained rats fed with high fat diet. Male Wistar (290-320 g) rats were
divided into: Control sedentary (c-SD), High fat diet sedentary (dh-SD), Trained (c-TR) and
High fat diet trained (dh-TR). For sixteen weeks c-SD and c-TR groups were fed with standard
chow and dh-SD and dh-TR groups were fed with high fat diet. After eight weeks, c-TR and dh-
TR groups initiated the aerobic exercise training on treadmill, 5 days/week, 60 min/session (10
min at 40% of maximum speed, 40 min at 50-60% of maximum speed, and 10 min at 40% of
maximum speed) and 0% grade until the end of the protocol. Concentration-response curves to
acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP), phenylephrine (PHE) and serotonin (5-HT)
were obtained in thoracic aorta without (PVAT-) or with (PVAT +) the PVAT. The
concentrations of glucose, total cholesterol (CT), triglycerides (TG), insulin and leptin were
evaluated. The protein expressions of endotelial nitric oxide synthase (eNOS) in aorta and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) in PVAT were determined. The high fat diet increased the
body weight gain, epididymal fat pad, TG, insulin and leptin in dh-SD group compared to c-SD,
whereas TR reduced these values in dh-TR group. Relaxing response: The PVAT+ rings did not
modify the potency (pECso) and the maximal response (Emax) to ACh and SNP agents.
Contractile responses: The PVAT reduced the Epax to PHE (mN/mm) in all groups: ¢-SD
(PVAT+: 3.5£0.4 and PVAT-: 6.840.5), c-TR (PVAT+: 4.7£0.8 and PVAT-: 7.9+1.4), dh-SD
(PVAT+: 2.1£0.2 and PVAT-: 6.140.6) and dh-TR (PVAT+: 2.5£0.4 and PVAT-: 5.8+0.5), in a
similar magnitude. We also found an anticontractile effect to 5-HT: c-SD (PVAT+: 7.0+0.9 and
PVAT-: 9.7£1.3), ¢-TR (PVAT+: 7.840.4 and PVAT: 10.3+0.6), dh-SD (PVAT+: 4.1+0.1 and
PVAT: 10.5£1.2) and dh-TR (PVAT+: 5.9+0.7 and PVAT: 10.5 £ 0.9), however the magnitude
of reduction was higher in dh-SD (6.3£1.5) compared to ¢-SD (2.7+0.8) and exercise training
restored the response in dh-TR group. No differences were observed in pEC50 for both agonists.
The amount of PVAT was markedly reduced in c-TR (1.88+£0.23 mg/mm) compared to c-SD
(2.98+0.08 mg/mm). The high fat diet increased the amount of PVAT in dh-SD (4.56+0.33
mg/mm) and exercise reduced this value (2.40+0.32 mg/m) in dh-TR group. Increased protein
expressions of eNOS in aorta and iNOS in PVAT were observed only in dh-SD group. Our
findings show that the high fat diet did not alter the anticontractile effects induced by PVAT to



PHE in rat-isolated aorta. However, enhanced the anticontractile effects to 5-HT and aerobic
exercise training prevented this alteration.
Keywords: perivascular adipose tissue, vascular response, aerobic exercise training, high fat

diet.



1.0-INTRODUCAO

A associagdo entre sedentarismo e obesidade na génese das doengas cardiovasculares
estd bem descrita, porém os mecanismos celulares ¢ moleculares ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Sendo a obesidade considerada uma doenga cardiometabdlica ela apresenta um
complexo desequilibrio nos sistemas fisioldégicos e consequente comprometimento no
funcionamento ideal do sistema cardiovascular em especial nos vasos sanguineos. Trabalhos que
envolvem a inducdo de obesidade em modelos animais mostram-se uteis nas pesquisas devido a
sua grande semelhanca com a gé€nese e as respostas metabdlicas decorrentes do
sobrepeso/obesidade em humanos (WEST e YORK, 1998; TSCHOP e HEIMAN, 2001).
Especificamente, animais da linhagem Wistar sao utilizados em estudos onde a adiposidade ¢
induzida por dietas, e os resultados mostram aumento nos valores de: peso corporal, gordura
epididimal, leptina e triglicerideos (ESTADELLA et. al., 2004; DE MORAES et. al., 2007; DE
MOARES et. al., 2008; MONTEIRO et. al., 2012), assim a utilizagao de dieta hiperlipidica tem
se mostrado uma ferramenta 1til no estudo da obesidade.

O sedentarismo ¢ considerado o quarto maior fator de risco para mortes globais, sendo o
maior fator de risco para o desenvolvimento de doencas ndo-transmissiveis (entre elas:
obesidade, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e diabetes mellitus), assim a pratica
regular de exercicio fisico tem sido recomendada por diferentes associa¢des de saide do mundo,
sendo uma intervengo importante para saude da populagio (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE-OMS, 2010). O exercicio fisico é capaz de provocar uma série de respostas fisiologicas
nos sistemas corporais e, em especial no sistema cardiovascular com o objetivo de manter o
metabolismo celular (McARDLE et. al., 1998). Sabe-se que o exercicio fisico aerobio de
moderada intensidade, realizado continuamente, promove efeitos benéficos tanto na prevencao
quanto no tratamento das doengas cardiovasculares e enddcrino-metabolicas (CIOLAC e
GUIMARAES, 2004; ZANESCO e ANTUNES, 2007). Os mecanismos pelos quais o exercicio
fisico de moderada intensidade provoca beneficios cardiovasculares e enddcrino-metabolicos
envolvem complexos caminhos de sinalizagdo celular e molecular e despertam interesse em
diversas linhas de pesquisa.

A integridade das células endoteliais desempenha fundamental papel na manuteng@o e no
controle do tonus vascular, na pressdo arterial, funcdo plaquetéria, resposta inflamatoria, bem

como na regulacao enddcrino-metabolico da musculatura esquelética (ZANESCO e ANTUNES,
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2007). Recentemente, estudos demonstraram que, adicional a relevancia do endotélio, o tecido
adiposo perivascular (PVAT) desempenha importante papel no controle do sistema
cardiovascular ¢ endocrino-metabdlico (GAO et. al., 2007, AGHAMOHAMMADZADEH et.
al., 2012). Até o momento, poucos estudos avaliaram o papel do PVAT associado aos efeitos do
treinamento fisico e da dieta hiperlipidica, sendo desenvolvidos em artéria coronaria circunflexa
esquerda de porcos (REIFENBERGER et. al., 2007; BUNKER ¢ LAUGHLIN, 2010). Novos
estudos devem ser desenvolvidos com o objetivo de investigar esta importante via de sinalizagao.
Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o papel do tecido adiposo perivascular
na reatividade vascular de aorta de ratos treinados e alimentados com dieta hiperlipidica e os

possiveis mecanismos envolvidos nessas alteragoes.
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2.0-REVISAO DE LITERATURA
2.1-Célula endotelial

Os vasos sanguineos, usualmente, possuem trés camadas: a camada intima, que estd em
contato com os elementos do sangue e ¢ essencialmente constituida por células endoteliais, a
camada média, composta de células musculares lisas e a camada adventicia, composta de tecido
conjuntivo fibroso, que reveste a parte externa do vaso (ZANESCO e DE MORAES, 2013).

O endotélio vascular durante muitos anos foi considerado apenas um conjunto de células
homogéneas, relativamente estruturadas e com a Unica fungdo de revestir internamente os vasos
sanguineos, garantindo uma superficie adequada para a corrente sanguinea. ApoOs estudos
pioneiros foi revelada a vasta complexidade das células endoteliais permitindo o detalhamento de
suas propriedades funcionais. As células endoteliais desempenham importante fung¢do no
controle do tonus vascular e sua integridade ¢ fundamental para a manutengdo do equilibrio
cardiovascular (NAPOLI e IGNARRO, 2009).

Atualmente, sabe-se que as células endoteliais sdo responsaveis pela sintese, pelo
metabolismo e liberagdo de grande variedade de mediadores que regulam o tonus vascular, a
permeabilidade vascular, o metabolismo de substancias endogenas e exodgenas e a atividade
plaquetaria e leucocitaria (ZANESCO e ANTUNES, 2005). As substincias produzidas pelo
endotélio podem ser divididas entre agentes vasodilatadores como: prostaciclina (PGI,), 6xido
nitrico (NO) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e agentes vasoconstritores
como: endotelinas, angiotensina Il (ANG-II), prostaglandina H2 (PGH2), tromboxano A2
(TXA,) e as espécies reativas de oxigénio (EROs) (VANHOUTTE e MOMBOULLIL, 1996).

O NO merece atengdo especial devido ao seu papel no mecanismo de vasodilatagdo.
Enzimas conhecidas como sintases do NO (NOS), as quais sao divididas em dois grandes grupos
isoformas constitutivas (cNOS: eNOS-endotelial e nNOS-neuronal) e isoforma induzivel
(INOS), sdo capazes de catalisar a oxidacao do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da
L-arginina formando NO e L-citrulina (SERAFIM et. al., 2012). Ambas, eNOS e nNOS, sdo
estimuladas por uma cascata bioquimica que envolve a participacio de fons calcio (Ca’") e a
calmodulina, e liberam o NO por curtos periodos de tempo (BODE-BOGER et. al., 2007;
NAPOLI et. al. 2006). A iNOS ¢ ativada por determinados estimulos patologicos, tais como

citocinas, incluindo a IL-1 e fator de necrose tumoral o (TNF-a). E ativada independentemente
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do complexo Ca’"-calmodulina, e libera grandes quantidades de NO por periodos de tempo
relativamente longos (MONCADA et. al., 1991; IGNARRO e NAPOLI, 2004).

As células endoteliais sdo altamente sensiveis a estimulos quimicos advindos de
agonistas como a acetilcolina, bradicinina e histamina, e por estimulos fisicos promovidos pela
forga de cisalhamento. A interagdo agonista-receptor na célula endotelial promove a formacao de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) induzindo a liberacdo de fons Ca®" do reticulo endoplasmatico,
resultando em aumento nos niveis de Ca®" de intracelular, formando o complexo Ca®'-
calmodulina e consequentemente ativando a NOS que ird estimular a conversdo de L-arginina
em NO pelo endotélio. A forga fisica resultante do fluxo sanguineo (forca de cisalhamento) ¢ um
dos mais importantes estimulos para as células endoteliais produzirem NO e EDHF os quais
levam a vasodilatagdo. O aumento na for¢a de cisalhamento estimula mecanossensores presentes
nas células endoteliais que podem ser as proteinas G, os canais idnicos, as jungdes intercelulares,
as integrinas ou os lipideos de membrana que captam as altera¢des de tensdo sobre a parede
celular e convertem os estimulos mecénicos em estimulos quimicos para a ativagdo da eNOS
independente de Ca®". A capacidade das células endoteliais de perceber e responder as mudancas
no fluxo sanguineo ¢ fator essencial na regulacdo do tonus vascular, e envolve a ativagao de
fatores de crescimento celular, promovendo o remodelamento da parede arterial e a manutencao
da integridade do endotélio (FISHER et. al., 2001; SHYY e CHIEN, 2002).

Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula endotelial para a célula do
musculo liso vascular, onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase soltvel (GCs)
estimulando sua atividade catalitica, levando a formac¢do de guanosina monofosfato ciclico
(GMPc), que por sua vez, diminui os niveis intracelular de Ca*” (IGNARRO et. al., 1987;
MURAD, 2008). Os mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz a vasodilatacdo incluem
inibicdo da geragao de IP; (na musculatura lisa), ativacdo de proteina quinase G, aumento do
sequestro de Ca*" citosolico, desfosforilacdo da cadeia leve de miosina, inibigdo do influxo de
Ca®’, estimulagio da Ca*"-ATPase de membrana e abertura de canais para potassio (K") (Figura

1) (DELBIN e ZANESCO, 2013).
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Figura 1: Mecanismo de acdo do 6xido nitrico e relaxamento do musculo liso vascular. Célcio
(Ca®™), inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), guanilato ciclase soluvel (GCs), guanosina monofosfato
ciclico (GMPc), guanosina trifosfato (GTP), proteina quinase G, 6xido nitrico sintase (NOS),
receptor (R). (DELBIN e ZANESCO, 2013).

As células endoteliais possuem comportamento dindmico e respondem as alteragdes de
estimulos quimicos e fisicos, promovendo a sintese e liberagdo de substincias vasoativas. Assim
o papel das células endoteliais e mais especificamente a geracdo de NO, ¢ extensamente
estudado como componente importante do sistema cardiovascular (IGNARRO e NAPOLI,
2004). Na obesidade, o aumento na producdo e liberagdo de adipocinas pro-inflamatdrias
(Ieptina, TNF-a, IL-6) e reducdo de adipocinas anti-inflamatérias (adiponectina), pode estar
envolvido com a maior producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) (BERG e SCHERER,
2005) e consequente reducdo da biodisponibilidade de NO (CONTI et. al, 2013),
desempenhando papel importante no desenvolvimento de complicagdes vasculares associadas a

disfung¢ao endotelial em obesos (SALISBURY e BRONAS, 2015).
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2.2-Célula muscular lisa vascular

Na célula muscular lisa vascular o processo de contragdo ¢ resultado do deslizamento dos
filamentos de actina sobre os filamentos de miosina. Nas células musculares em geral, um evento
muito importante para o estabelecimento da contragio ¢ o aumento da concentragio do Ca*’
citoplasmatico. O Ca”" utilizado para ativacdo do aparelho contratil entra no compartimento
citoplasmatico durante periodos de despolarizagdo de membrana, estimulo mecanico ou estimulo
quimico por agonista. A fonte desse ion pode ser tanto o meio extracelular quanto
compartimentos intracelulares, em especial o reticulo sarcoplasmatico (VASCONCELOS e
CARVALHO, 2005). O Ca®" presente no citosol liga-se a proteina calmodulina, formando o
complexo Ca’*-calmodulina que ird ativar a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK). A
MLCK ativa pode, entdo, efetuar a transferéncia de um fosfato do ATP para a cadeia leve
reguladora da miosina (rMLC), fazendo com que esta proteina ligue-se aos filamentos de actina
promovendo a contragdo muscular. Os agonistas contrateis como a fenilefrina (PHE) e a
serotonina (5-HT), ligam-se aos receptores acoplados a proteina G estimulando a fosfolipase C
que catalisa a formacdo de segundos mensageiros como o IP; e o diacilglicerol (DAG). O 1P;
liga-se aos seus receptores localizados no reticulo sarcoplasmatico liberando Ca”" para o citosol.
A molécula de DAG ativa a proteina quinase C que por sua vez fosforila proteinas ligadas ao
canal para calcio do tipo L na membrana celular, favorecendo o influxo de Ca®" para o citosol
(Figura 2). Na presenca de ATP, os ciclos de contragdo continuam até que a concentragdo de
Ca”" diminua e a quinase seja inativada. Assim, a miosina é desfoforilada pela fosfatase da
cadeia leve da miosina do tipo I (MYPTI1) (WEBB, 2003). Apdés um evento excitatério, o
relaxamento e a homeostase do Ca”" sdo obtidos por sua recaptacdo para os compartimentos de
estoque intracelular e por sua extrusdo para meio extracelular (VASCONCELOS e

CARVALHO, 2005).

Outro mecanismo que contribui para a contragdo do musculo liso € a via de sinalizacdo da
Rhoa/Rho-quinase. Quando ha liga¢des entre agonistas vasoconstritores (ANG-II, 5-HT, ET-1)
com receptor acoplados a proteinas G ha estimulagdo da atividade dos fatores de troca de
nucleotideos guanina (GEFs), responsavel pela alteracio da RhoA-GDP (forma inativa) para
RhoA-GTP (forma ativa). Esta, por sua vez, ativa a Rho-quinase e a fosforilagdo da MYPTI,

mantendo-a inativa e impossibilitando a desfosforilagdo da miosina, contribuindo assim para a
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manutencdo da contragdo do musculo liso (DIMOPOULOS et. al., 2007; NUNES et. al., 2010;
WIRTH, 2010; SATOH et. al., 2011; DUONG-QUY et. al., 2013; MACKAY ¢ KNOCK, 2014).

CELULA MUSCULO LISO
VASCULAR

voltagem e receptor
dependente

Figura 2: Mecanismo de contracdo do musculo liso vascular. Célcio (Ca2+), inositol-1,4,5-
trifosfato (IP;), diacilglicerol (DAG), proteina G (Ga/GP/Gy), proteina quinase C (PKC),
receptor (R). (DELBIN e ZANESCO, 2013).
2.3-Tecido adiposo perivascular

Evidéncias mostram que o PVAT pode modular a resposta inflamatoria vascular, a
reatividade vascular e a proliferacdo de células da musculatura lisa vascular (RAJSHEKER et al.,
2010). O PVAT possui caracteristicas especiais, esta localizado ao redor dos vasos sanguineos,
encontra-se ao exterior da camada adventicia vascular e, interessantemente, ndo possui nenhuma
estrutura laminar ou barreira que os separe (PVAT e camada adventicia vascular), podendo assim
influenciar diretamente a funcao vascular (Figura 3) (GAO et. al., 2007).

O PVAT ¢ responsavel pela liberagdo de grande variedade de substincias tais como:
adipocinas (pro-inflamatérias: leptina, resistina e visfatina; anti-inflamatorias: adiponectina e
adrenomedulina), citocinas e quimiocinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, proteina quimiotatica de

monocitos-MCP1, inibidor do ativador de plasminogénio-PAIl) (RAJSHEKER et. al., 2010),
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substancias do sistema renina-angiotensina (angiotensina II e angiotensina 1-7) (GALVEZ-
PRIETO, et. al., 2008) e moléculas gasosas (NO, peréxido de hidrogénio-H,O,, anion
superoxido-O,” e sulfeto de hidrogénio-H,S) (GAO et. al., 2007; FANG et. al., 2009).

Endotélio

Musculo iSO g

Figura 3: Tecido adiposo perivascular. Interleucina 8 (IL 8); Proteinas de quimioatracdo de
monocitos (MCP-1); Quimiocina RANTE (regulada sob ativacdo, expressa e secretada por
células T normais); Espécies reativas ao oxigénio (EROS); fator relaxante derivado dos
adipocitos (ADRF); Angiotensina II (ANG II) (modificado de MEIJER et al., 2011).

Adicionalmente, o PVAT pode expressar importantes complexos tais como: receptores de
adipocinas, proteina desacopladora 1 (UCP-1), coativador do receptor gama ativado por
peroxissoma proliferador (PPAR-y), receptor B3 adrenérgico, receptor de citocinas, receptor de
angiotensina II, enzima NADPH oxidase, sintase endotelial do NO (eNOS) (DASHWOOD et.
al., 2007) e todas as isoformas da superoxido dismutase (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Ex-SOD),
lipoxigenases e metaloproteases (SZASZ e WEBB, 2012). Em termos de classificacdo, o PVAT
encontrado na aorta ¢ considerado tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom
(TAM), porém se assemelha muito mais com o TAM, por possuir células adiposas
multiloculares, abundancia em mitocondrias e significante expressao de UCP-1 (FITZGIBBONS

et. al., 2011; ARAUJO et. al., 2015).
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Estudo pioneiro demonstrou que o PVAT possui papel importante no controle do tonus
vascular local, reduzindo a resposta contratil em aorta de ratos (SOLTIS e CASSIS, 1991),
posteriormente, outros estudos passaram a investigar os possiveis mecanismos envolvimentos
nesta resposta (DUBROVSKA et al., 2004; GOLLASCH et al., 2004; WESTON et al., 2013;
WITHERS et. al., 2013). O PVAT pode promover a liberacao de NO dependente de endotélio, e
também a geracdo de H,O, via independente de endotélio (GAO et. al.,, 2007, WANG e
SCHEDER, 2008). Outros estudos demonstraram o importante papel dos canais de potéssio
dependentes de ATP (LOHN et. al., 2002), canais de potissio dependentes de voltagem
(VERLOHREN et. al., 2004) e canais de potassio ativados por calcio de baixa condutincia
(GAO et. al., 2007) neste importante mecanismo.
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Figura 4: Acdo paracrina do tecido adiposo perivascular no musculo liso vascular. ADREF,
Fatores de relxamento derivado da adventicia; AMPK, Proteina quinase ativada por AMP; Ang
11, angiotensina II; BK,, Canais para K" ativado por CA*"; H,0,, Peroxido de hidrogénio; ERK,
Quinase regulada por sinalizacdo extracelular; 5-HT, 5-hidroxitriptamina (serotonina); GTP,
Trifosfato de Guanosina; cGMP, Monofosfato de guanosina ciclica; IP3;, Trifosfato de inositol;
IRAG/IP;, Receptor de Substrato de quinase associado ao GMPc; IK,,, canais para K" ativado
por CA*"; K,, canais para K~ dependente de voltagem; K1p, canais para K™ sensivel a ATP; L-
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Arg, L-Arginina; NA, noradrenalina; NO, 6xido nitrico; NOS, Sintase de 6xido nitrico; O,
Anion superoxido; ONOO, Peroxinitrito;; PHE, Fenilefrina; PGH,, Prostaglandina H,; PGI,,
Prostaglandina I, (prostaciclina); PKG, Proteina quinase G; R, Receptor; sGC, Guanilato ciclase
soltivel; SK.,, Canais para K' de baixa condutincia ativado por CA2+; SOD, Superoxido
dismutase; SR, Reticulo sarcoplasmatico,; TNF, Fator de necrese tumoral; CMLV, Célula de
musculo liso. (modificado de Aghamohammadzadeh et. al. 2012).

Quanto as adipocinas liberadas pelo PVAT, como a leptina e adiponectina, foram
identificadas diferentes fungdes paracrina nos vasos sanguineos. Em condi¢des fisiologicas foi
demonstrado que a adiponectina pode controlar o ténus vascular local, podendo induzir
diretamente ao relaxamento vascular em aorta de camundongos, bem como, reduzir a resposta
contratil em aorta de ratos (FESUS et. al., 2007). A leptina pode sua vez, possui efeito direto no
relaxamento vascular em artéria mesentérica de cdes (MOHAMMED et. al., 2007), aorta de
coelhos (SAHIN e BARISKANER, 2007) e em humanos (NAKAGAWA et. al., 2002).

Em modelos animais de obesidade induzida por dieta hiperlipidica a massa total do
PVAT estd aumentada, com prejuizos na produgdo ou secre¢do de adipocinas, com redugdo de
adiponectina (KADOWAKI e YAMAUCHI, 2005) e aumento na concentragao de leptina, o que
pode acelerar o processo de aterosclerose, aumentando o recrutamento de mondcitos, estresse
oxidativo (BOULOUMIE et. al, 1999; SZASZ et. al., 2012) e liberagdo de outras citocinas
aterogénicas como TNF-a, IL-6 e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), os quais
induzem a inflamacao e angiogénese, respectivamente (BERG e SCHERER, 2005; KNUDSON
et. al, 2005; KORDA et. al, 2008). Assim, o PVAT na obesidade pode estar associado a

complicagdes cardiovasculares por prejuizo do controle vascular (YUDKIN et. al., 2005).

2.4-Exercicio fisico aerdbio

Na fungao endotelial, o exercicio fisico aerdbio ¢ considerado um potente estimulador da
producdo de NO através da ativagdo de mecanossensores presentes nas células endoteliais os
quais sdo acoplados a complexos bioquimicos que ativam Ras/MEK/ERK, s-Src e PI3K/Akt que
por sua vez regulam a expressdo génica da eNOS e aumentam a produgdo de NO (TRAUB e
BERK, 1998; FISHER et. al., 2001; KOJDA ¢ HAMBECHT, 2005). Assim, um dos efeitos
benéficos do exercicio fisico regular na melhora da fun¢do vascular estd diretamente relacionado

a sua capacidade em estimular a sintese de NO pelas células endoteliais.
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Outra modificagdo vascular provocada pelo exercicio fisico esta relacionada a expressao
e a atividade de enzimas antioxidantes. O treinamento fisico aerdébio moderado ¢ capaz de
promover uma adaptacdo entre a geracdo de EROs e a eficdcia dos mecanismos antioxidantes,
com adaptacdes teciduais especificas envolvendo um mecanismo regulatério complexo. Diversos
estudos demonstraram aumento na expressao vascular da enzima SOD-1, SOD-2, SOD-3 e/ou
em sua atividade antioxidante (YAMASHITA et. al., 1999; FUKAI et. al., 2000; RUSH et. al.,
2005; DE MORAES et. al., 2008). Alguns estudos também demonstraram respostas adaptativas
na expressdo e/ou atividade da CAT e GSH-Px (SOMANI et. al., 1996; FREDERICO et. al.,
2009; XU et. al., 2010). Essas adaptagdes cardiovasculares na resposta antioxidante promovidas
pelo exercicio fisico podem melhorar a fun¢ao endotelial através da diminui¢cdo do acumulo de
EROs e consequente aumento na biodisponibilidade de NO.

Na obesidade pode ocorrer hipertrofia e hiperplasia das células do tecido adiposo, com
aumento da liberacdo de adipocinas pro-inflamatorias e redugdo na liberacdo de adipocinas anti-
inflamatorias podendo levar o tecido adiposo ao estado de inflamacao (SAKURALI et. al., 2013).
O exercicio fisico tem se mostrado uma ferramenta importante na preven¢do do estado
inflamatoério, reduzindo a expressao de proteinas pro-inflamatorias e aumentando a expressao de
proteinas anti-inflamatorias em diferentes regides do tecido adiposo. Estudos demonstraram que
o exercicio fisico, em modelos experimentais de obesidade, ¢ capaz de atenuar as alteracdes na
expressao das adipocinas inflamatorias leptina, TNF-a, proteinas de quimioatracao de mondcitos
(MCP-1) e interleucina 6 (IL-6) (ZACHWIEJA et. al., 1997; GOLLASCH et. al., 2004; VIEIRA
et. al., 2009; SAKURALI et. al., 2005; SAKURALI et. al., 2009; BRADLEY et. al., 2008). Em
humanos foi relatado reducao plasmatica de MCP-1, interleucina 6 (IL-6), TNF-a e leptina apds
treinamento fisico aerobio (BRUUN et. al., 2006; KOHUT et. al., 2006; CHRISTIANSEN et.
al., 2010; KONDO et. al., 2006). Além disso, o exercicio fisico tem sido eficiente em aumentar a
expressdo da proteina anti-inflamatéria adiponectina tanto em humanos, na presenga de
sobrepeso/obesidade, quanto em modelo experimental (CHRISTIANSEN et. al., 2010; BRUUN
et. al., 2006; MIYAZAKI et. al., 2010).

Até o momento apenas dois estudos avaliaram o papel do tecido adiposo perivascular na
reatividade vascular em animais treinados e alimentados com dieta hiperlipidica. Foi observado
redugdo na resposta contratil maxima induzida pela endotelina 1 na artéria coronaria circunflexa

esquerda de suinos com hipercolesterolemia familiar, porém, nao investigaram os possiveis
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mecanismos envolvidos (REIFENBERGER et. al., 2007; BUNKER ¢ LAUGHLIN, 2009).
Novos estudos devem ser desenvolvidos com o objetivo de investigar o papel do PVAT nas
respostas vasculares na obesidade, bem como os possiveis beneficios do exercicio fisico aerdbio
nesta via de sinalizac¢do, podendo contribuir com avangos importantes na terapéutica das doengas

cardiometabodlicas.

3.0-OBJETIVO GERAL
O presente estudo avaliou o efeito do tecido adiposo perivascular na reatividade vascular
de aorta de ratos treinados e alimentados com dieta hiperlipidica.
Objetivos especificos:
-Avaliagdo da resposta relaxante e contratil em anéis de aorta na auséncia (PVAT-) e na presenca
(PVAT+) do tecido adiposo perivascular:
V' Resposta relaxante: acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de s6dio (SNP);
\' Resposta contratil: fenilefrina (PHE) e serotonina (5-HT);
-Quantificagdo sérica:
V' Glicose, colesterol e triglicerideos.
-Quantificagdo plasmatica:
' Insulina e leptina.
-Expressao de proteinas:
\' Aorta: sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS)
V' PVAT: sintase induzivel do 6xido nitrico (INOS)
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4.0-MATERIAIS E METODOS
4.1-Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animal do Instituto de
Biociéncias na Universidade Estadual Paulista, Campus de Rio Claro - CEUA-IB-UNESP
(n.°26-002846-2/2, Anexo 1).

4.2-Animais

Ratos Wistar (290 - 320 g) foram fornecidos pela Universidade Estadual de Campinas
(Centro Multidisciplinar para Investigagio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério-CEMIB) e mantidos no Biotério de Manutencdo do Departamento de Farmacologia
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (FCM-UNICAMP).

Os animais foram mantidos em caixas coletivas com dois a trés animais em cada.

4.3-Desenho experimental

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (Figura 4):

1. Controle sedentario (c-SD): ratos alimentados com ragdo controle e sedentarios;

2. Controle treinado (c-TR): ratos alimentados com racdo controle e submetidos ao
treinamento fisico aerdbio;

3. Dieta Hiperlipidica e sedentario (dh-SD): ratos alimentados com dieta hiperlipidica e
sedentarios;

4. Dieta Hiperlipidica e treinado (dh-TR): ratos alimentados com dieta hiperlipidica e

submetidos ao treinamento fisico aerobio;
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Figura 5: Grupos Experimentais

Todos os animais tiveram livre acesso a agua e a ragdo controle balanceada (Nuvilab
CR1) ou dieta hiperlipidica (53% de carboidratos, 20% de proteinas e 21% de lipidios e 6%
fibras/minerais e vitaminas) e foram mantidos em ciclos de claro/escuro (12/12 h). A composicao
da dieta hiperlipidica foi descrita anteriormente (DE MORAES et. al., 2008).

Ao inicio do protocolo os animais dos grupos dh-SD e dh-TR foram alimentados com
dieta hiperlipidica por 8 semanas, apds este periodo o grupo dh-TR iniciou o protocolo de
treinamento. Em ambos os grupos a dieta hiperlipidica teve continuidade por mais 8 semanas,
totalizando assim 16 semanas de dieta hiperlipidica. O mesmo protocolo experimental foi
aplicado para os grupos controle, c-SD e c-TR, no entanto foi fornecida ragdo controle.

A eficécia da dieta hiperlipidica em induzir adiposidade foi avaliada ao final do protocolo

experimental através do peso corporal e do tecido adiposo branco da regido epididimal.
4.4-Peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal e o consumo alimentar dos animais foram mensurados ao inicio do

protocolo experimental e semanalmente até o final do protocolo.
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4.5-Programa de treinamento fisico
4.5.1-Adaptacéo e determinacdo da intensidade de treinamento

O treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira ergométrica, com baias individuais
(Gesan, SP, BRA). Uma semana antes do inicio do protocolo experimental os animais foram
submetidos a trés sessdes de adaptacao, contendo cada sessao 15 minutos de duragdo, iniciando
com uma velocidade de 5 metros/minutos (m/min) até 10 m/min. Apds o periodo de adaptagao,
foi realizado o teste de esforco maximo para determinar a intensidade de treinamento. O teste
consistiu de aumento progressivo da velocidade em 5 m/min (iniciando em 5 m/min) a cada 3
minutos, com 0% de inclinagdo até a exaustdo. O critério utilizado para a determinagdo da
exaustdo e interrupcdo do teste foi o momento em que o animal apresentou incapacidade de
manter a corrida mediante incremento da velocidade (BROOKS et. al.,, 1978). Este teste
apresenta correlacdo significativa com a medida do consumo direto de oxigénio em ratos
machos, o que permite fidedignidade para o controle do treinamento fisico (RODRIGUES et. al.,
2006; 2007).

4.5.2-Programa de Treinamento Fisico

O programa de treinamento fisico foi iniciado com velocidade de 10 m/min aumentando
progressivamente até atingir a velocidade final correspondente 50-60% da velocidade maxima
estabelecida anteriormente para cada animal. Progressdes de tempo na duragcdo das sessoes
também foram realizadas até que os animais conseguissem permanecer correndo por 60 minutos,
cada sessao de treinamento envolveu: 10 min a 40% da velocidade maxima, 40 min a 50-60% da
velocidade maxima e 10 min a 40% da velocidade maxima. Os animais foram agrupados para o
treinamento fisico de acordo com a velocidade de treinamento.

Para determinagdo da eficacia do treinamento ao final do protocolo, todos os animais, dos
grupos sedentarios e treinados, foram submetidos ao teste de esfor¢o maximo, onde o tempo
total, distancia total e velocidade maxima foram calculados.

Ao término do periodo total de treinamento, os animais foram mantidos em repouso por
um periodo de 48 horas (para verificacdo dos efeitos cronicos do treinamento fisico aerobio) e

jejum de 12 horas.
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4.6-Medida de glicemia

A glicose sanguinea de jejum foi mensurada utilizando uma gota de sangue caudal e os
valores foram constatados por fitas reativas de teste (Advantage Roche, SP, BRA) e monitor
digital de glicemia (Advantage Roche) seguindo as instru¢des do fabricante. A antecipacdo desta

coleta visou excluir a interferéncia do uso de anestésico na medida de glicose de jejum.

4.7-Obtencdo das amostras de plasma, soro, aorta e tecido adiposo perivascular

Os animais foram anestesiados com 60 mg/Kg de tiopental sodico intraperitoneal e uma
incisdo longitudinal foi feita no abdémen do animal para coleta de amostra de sangue arterial (7
ml), obtida do ramo descendente da aorta abdominal. As amostras de sangue foram centrifugadas
por 15 minutos a 3000 rotagdes/minuto para obtengdo do plasma ou soro, e congelados em
freezer a -80 °C para posteriores andlises. Em seguida, os animais foram eutanasiados, o coragao
¢ a aorta toracica foram removidos cuidadosamente ¢ banhados em solug¢ao preparada de Krebs
contendo (mM): NaCl- 118; NaHCOs;- 25; glicose- 5,6; KCI- 4,7; KH,PO,- 1,2; MgS0O,.7H,0-
1,17 e CaCl,.2H,0- 2,5.

4.8-Curva concentracdo-resposta em aneis de aorta

A aorta toracica foi isolada e cortada em anéis de 3 milimetros (mm), para medir o
comprimento de cada anel foi utilizado um microscopio e reticulo micrométrico (Nikon
Instruments, NY, EUA). Os anéis foram preparados com auséncia ou presenca de tecido adiposo
perivascular (PVAT-/PVAT+) e foram entdo montados em sistema de banho de 6rgdos isolados
com 8 cubas (PanLab Harvard Aparatus, Espanha) e mantidos em 10 ml da solu¢do de Krebs
aquecida a 37 °C, pH 7,4 e areada com 95 % de O, e 5 % de CO;. A tensdo basal inicial para
aorta foi de 10 miliNewtons (mN), periodicamente ajustada até sua estabilizagcdo. As alteracdes
de tensdo do tecido foram registradas em sistema PowerLab 400™ de aquisi¢io de dados
(Software versao 7,0, AD Instruments).

Apo6s o periodo de 1 hora de estabilizagdo, os anéis foram contraidos com solucdo de
cloreto de potassio (KCl) 80 mM para verificagdo da viabilidade dos anéis e posteriormente
lavados com solucdo de Krebs. Curvas cumulativas concentragdo-resposta com endotélio intacto
na preparacdo PVAT- e PVAT+ foram obtidas ao agonista vasodilatador acetilcolina (ACh; 1
nM-30 uM) e nitroprussiato de sdédio (SNP; 1 nM-100 uM). O relaxamento foi plotado como

31



porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (em concentragdo necessaria para produzir
50-80% da resposta méxima induzida pelo KCI 80 mM). Os efeitos contrateis do agonista a-
adrenérgico, fenilefrina (PHE; 1 nM-100 uM, na presenca de propranolol 100 nM), e a
serotonina (5-HT; 10nM-300 pM) também foram avaliados. Os valores de contracdo foram
plotados em mN por mm de artéria (mN/mm).

As curvas concentragdao-resposta foram obtidas através do aumento cumulativo das
concentragdes do agonista em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas (VAN ROSSUM,
1963). A andlise de regressdo nao linear para determinar os pardmetros: resposta maxima que o
agonista produz (Emax), concentracdo do agonista necessdria para produzir metade da resposta
maxima (log ECsy - pECsp) e coeficiente angular ou inclinacdo da curva concentragao-resposta

(n) foram determinados utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, EUA).

4.9-Determinacao de fatores bioquimicos séricos e plasmaticos

As amostras de soro fresco foram utilizadas para determinacao dos niveis de colesterol
total (CT, mg/dL) e triglicérides (TG, mg/dL) medidos pelo método enzimético utilizando-se kit
especifico e seguindo as instru¢des do fabricante (Katal, MG-Brasil).

Também foram utilizadas amostras de plasma para determinagdo das concentragdes de
leptina (ng/mL) através de kit comercial, pelo método de ELISA (Millipore, MA-EUA) e de
insulina (ng/mL) através do método de RIA utilizando insulina radioativa marcado com '*°I
(MATTHEWS et. al, 1985).

4.10- Determinacao da expressao de proteinas

Amostras de aorta toracica, assim como o seu respectivo PVAT foram congeladas a -80
°C, e posteriormente homogeneizadas (pulverizador) em tampédo Ripa (Upstate, Temecula, CA,
EUA). O homogenato foi centrifugado e o sobrenadante recolhido para a determinacdo da
concentracdo de proteina (Pierce BCA Protein Assay kit, IL, EUA), e entdo a quantidade
necessaria para aplicar 50 pg de proteina para aorta e 100 pug de proteina para o PVAT no gel de
acrilamida foi calculada para cada amostra. As amostras foram aplicadas no gel com SDS (Lauril
Sulfato Sddico)-poliacrilamida (SDS-PAGE) e submetidas a eletroforese em gel em um sistema
Mini-Protean II (Eletrophoresis Cell, BioRad, CA, EUA).

ApoOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de polivinil

difluorida (PVDF Hybond, Amersham Biosciences, NJ, EUA). Para a detec¢do das proteinas de
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interesse, as membranas foram incubadas com anticorpo primario para eNOS (1:750, BD
Biosciense, CA, EUA) na aorta ¢ iNOS (1:1000 , BD Biosciense, CA, EUA) no PVAT. Em
seguida, as membranas foram lavadas e posteriormente incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase (HRP) correspondente ao primario em questdo. Ao final as proteinas
de interesse foram detectadas por uma reagcdo de quimioluminescéncia utilizando um sistema de
deteccao (ECL Plus, Amersham Biosciences) e reveladas em fotodocumentador ImagemQuant
LAS4000 (GE Healthcare, NY-EUA). Todo o protocolo de incubagao foi repetido com anticorpo
primario para detec¢do a-actina (1:5000, Abcam, MA, EUA) para aorta ¢ a-tubulina (1:1000,
Santa Cruz, CA, EUA) no PVAT e respectivo anticorpo secundario. A expressao da a-actina e o-
tubulina foi medida para normalizagdao da expressdao das proteinas quantificadas. As bandas
foram quantificadas mediante andlise densitométrica, por um scanner e para andlise e
quantificagdo das bandas foi utilizado o programa de analise de imagens Image J (NIH, EUA).
Todos os resultados sdo apresentados como relativos ao grupo c-SD (a densitometria do grupo c-
SD para cada proteina foi estabelecida como sendo igual a 1 e a partir deste valor a densitometria

dos demais grupos foi calculada).

4.11-Analise estatistica

Os valores sdo expressos como média + S.E.M. Para a andlise de varidncia entre os
grupos experimentais foi utilizada ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni; e para
analise intra grupo foi utilizado o Test t de Student ndo pareado, ambas através do programa
GraphPad Prism (GraphPad Software) e identificadas em cada caso. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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5.0-RESULTADOS
5.1-Determinacéo da velocidade do treinamento fisico aerdbio

Ao inicio do protocolo de treinamento fisico ndo houve diferenga entre os grupos para
todas as variaveis analisadas no teste de esfor¢o méaximo: tempo de exaustdo, velocidade de
exaustao e distancia de exaustdao (Figura 6, painéis A, B e C respectivamente). Apos o teste de
exaustao inicial foi definida a velocidade de treinamento dos grupos c-TR e dh-TR, apresentando

os seguintes valores: de 12 a 14 m/min, velocidades correspondentes a 50-60% da velocidade

maxima.
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Figura 6: Teste de esforco maximo inicial. Tempo de exaustdo (A), Velocidade de exaustao (B)
e Distincia de exaustdo (C). Animais dos grupos: controle sedentério (c-SD), controle treinado
(c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR). O numero
de animais utilizados para cada grupo foi inserido dentro das barras do grafico. Valores
expressos em média £ SEM. ANOVA duas vias, seguida de pds-teste de Bonferroni.

5.2-Eficéacia do treinamento fisico aerdobio
Foi observado aumento do tempo total, distancia total percorrida e velocidade méxima

nos grupos treinados, c-TR e dh-TR, quando comparados aos demais grupos sedentarios c-SD e
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dh-SD, demonstrando a eficacia do programa de treinamento fisico aerébio (Figura 7, painéis A,

B e C respectivamente).
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Figura 7: Teste de esfor¢co maximo final. Tempo de exaustdo (A), Velocidade de exaustio (B)
e Distancia de exaustdo (C). Animais dos grupos: controle sedentério (c-SD), controle treinado
(c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR). O nimero
de animais utilizados para cada grupo foi inserido no grafico. Valores expressos em média +
SEM. ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao c-SD;
"p<0,05 comparado ao dh-SD.

5.3-Peso corporal, gordura epididimal e fatores bioquimicos
O peso corporal inicial foi similar em todos os grupos (Figura 8, painel A). Apds o
protocolo de treinamento fisico o grupo c-TR apresentou reducdo no ganho de peso de
aproximadamente 36% quando comparado com o grupo c-SD. A dieta hiperlipidica promoveu
aumento no ganho de peso corporal no grupo dh-SD, aproximadamente 48% quando comparado
ao grupo c-SD. O treinamento fisico foi eficaz em reduzir este valor no grupo dh-TR em
aproximadamente 28% comparado ao dh-SD (Figura 8, painel C).
Similarmente, a gordura epididimal no grupo c-TR apresentou-se reduzida em

aproximadamente 42% comparado ao grupo c-SD. O grupo dh-SD apresentou um amento de
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gordura epididimal em aproximadamente 200% comparado ao grupo c-SD. O treinamento fisico

reduziu este valor em aproximadamente 24% comparado ao dh-SD (Figura 8, painel D).
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Figura 8: Peso corporal inicial (painel A), Peso corporal final (painel B), Ganho de
peso (painel C) e Gordura epididimal (painel D). Animais dos grupos: controle
sedentario (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e
dieta hiperlipidica treinado (dh-TR). O numero de animais utilizados para cada grupo
foi inserido no grafico. Valores expressos em média =+ SEM. ANOVA duas vias,
seguida de pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao c-SD; #p<0,05 comparado
ao c-TR;. +p<0,05 comparado ao dh-SD;

Interessantemente os valores de glicemia foram reduzidos no grupo c-TR quando
comparado ao grupo c-SD. A dieta hiperlipidica ndo alterou esses valores no grupo dh-SD
quando comparado com o grupo c-SD. Porém, quando comparamos o grupo dh-TR ao grupo dh-
SD, esses valores foram reduzidos (Tabela 1).

Nao houve diferenga significativa entre os grupos para os valores de CT. A dieta
hiperlipidica promoveu aumento dos valores de TG no grupo dh-SD quando comparado ao grupo
c-SD. O treinamento realizado no grupo dh-TR foi efetivo na reducdo dos valores de TG quando

comparado ao grupo dh-SD (Tabela 1).
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Nao houve diferenca nos valores de insulina plasmatica entre os grupos c-SD, c-TR e
dh-TR. A dieta hiperlipidica promoveu aumento dos valores de insulina no grupo dh-SD quando
comparado ao grupo c-SD. O treinamento realizado pelo grupo dh-TR foi capaz de reduzir os
valores de insulina, quando comparados ao grupo dh-SD (Tabela 1).

O grupo c-TR apresentou redu¢do na concentracdo de leptina circulante quando
comparado ao grupo c-SD. Enquanto que a dieta hiperlipidica aumentou os valores de leptina no
grupo dh-SD comparado ao grupo c-SD, o treinamento realizado pelo grupo dh-TR reduziu estes
valores quando comparado ao grupo dh-SD (Tabela 1).

Tabela 1: Concentragdes de glicose, colesterol total (CT), triglicerideos (TG), insulina e leptina
de ratos dos grupos: controle sedentario (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipidica
sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR).

Grupos
c-SD c-TR dh-SD dh-TR
Glicose (mg/dl) 97+4 (7) 79+£2* (7) 102+£3 (6) 86+1" (8)
CT (mg/dl) 5144 (7) 46+4 (7) 42+5 (6) 35+3 (8)
TG (mg/dl) 5945 (7) 3245 (7) 147£12%* (6) 69+8"" (8)
Insulina (ng/ml) 3,5¢1(7) 3,0£0,6 (7) 7,3+£0,7* (6) 3,71,07(8)

Leptina (ng/ml) 9242 (13)  2.4+0,9%* (8)  36,0£7,5% (9)  16,4+2,5%" (14)

CT: Colesterol Total; TG: Triglicérides. O numero de animais utilizados para cada grupo foi
inserido na tabela. Valores expressos em média = SEM. ANOVA duas vias, seguida de pds-teste

de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao c¢-SD; #p<0,05 comparado ao c-TR; "p<0,05 comparado
ao dh-SD.
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5.4-Reatividades vascular
5.4.1-Caracterizacdo dos anéis

Interessantemente, o peso do PVAT foi reduzido no grupo c-TR (1,88+0,23 mg/mm)
quando comparado ao grupo c-SD (2,98+0,08 mg/mm). A dieta hiperlipidica aumentou o peso
do PVAT no grupo dh-SD (4,56+0,33 mg/mm) e o treinamento reduziu estes valores no grupo
dh-TR (2,40+0,32 mg/mm) quando comparados ao grupo dh-SD (Figura 9).
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Figura 9. Peso do PVAT de ratos dos grupos: controle sedentario (c-SD), controle
treinado (c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica
treinado (dh-TR). O niimero de animais utilizados para cada grupo foi inserido na
figura. Valores expressos em média + SEM. ANOVA duas vias, seguida de pos-
teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao c-SD; "p<0,05 comparado ao dh-SD.

Nao foram observadas diferencas no delta de contracdo méaxima induzida pelo KCI 80
mM (AKCI) nos anéis na auséncia ou presenga do PVAT, bem como entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de delta da contragdo méaxima induzida pelo cloreto de potassio 80 mM (A
KCl, mN/mm) em anéis de aorta na auséncia (PVAT-) ou na presenca (PVAT+) do tecido
adiposo perivascular de ratos dos grupos: controle sedentario (c-SD), controle treinado (c-TR),
dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR).

GRUPOS
¢-SD ¢-TR dh-SD dh-TR
PVAT- 101 9+1 9+1 9]
A KCI (mN/mm)
PVAT+ 941 9+1 8+1 8+1

Valores expressos como média + SEM. Teste t Student. ANOVA duas vias, seguida de pos-teste
de Bonferroni.
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5.4.2-Curvas de Relaxamento

Nao foram observadas diferencas no delta da pré-contracdo induzida pela fenilefrina
(PHE) nos anéis onde foram realizadas as curvas de relaxamento, na auséncia ou presenca do
PVAT, bem como entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Valores de delta da pré-contragdo induzida pela fenilefrina (PHE) em anéis de aorta na
auséncia (PVAT-) ou na presenca (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de ratos dos grupos:
controle sedentario (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e
dieta hiperlipidica treinado (dh-TR).

GRUPOS
¢-SD ¢-TR dh-SD dh-TR
APHE (mN/mm) (%KCl) (mN/mm) (%KCl) (mN/mm) (%KCl) (mN/mm) (% KCI)
PVAT- 6+1 60+1 5+1 5542 5+1 5542 5+1 5543
PVAT+ 5kl 5542 541 5542 441 5043 441 5044

Valores expressos como média = SEM. Teste t Student. ANOVA duas vias, seguida de pos-teste
de Bonferroni.

Os agonistas acetilcolina (ACh: 1 nM-30 uM) e nitroprussiato de s6dio (SNP: 100 pM-
100 uM) produziram relaxamento concentragdo-dependente em anéis de aorta com endotélio
intacto na auséncia (PVAT-) ou presenca (PVAT+) de tecido adiposo perivascular. A presenga
do PVAT nao alterou os valores de pECsg € Emax para todos os grupos experimentais, tanto para

ACh (Figura 10, Tabela 4), quanto para SNP (Figura 11, Tabela 4).
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Figura 10: Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh) em anéis de aorta na
auséncia (PVAT-) ou na presenga (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de ratos dos
grupos: controle sedentario (c-SD, painel A), controle treinado (c-TR, painel B), dieta
hiperlipidica sedentéario (dh-SD, painel C) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR, painel
D). O nimero de animais utilizados para cada grupo foi inserido na figura. Eymax:
Resposta maxima. Valores expressos em média = SEM. Teste t Student.
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Figura 11: Curvas concentracao-resposta ao nitroprussiato de sédio (SNP) em anéis de
aorta na auséncia (PVAT-) ou na presen¢a (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de
ratos dos grupos: controle sedentario (c-SD, painel A), controle treinado (c-TR, painel
B), dieta hiperlipidica sedentéario (dh-SD, painel C) e dieta hiperlipidica treinado (dh-
TR, painel D). O nimero de animais utilizados para cada grupo foi inserido na figura.

Emax: Resposta maxima. Valores expressos em média + SEM. Teste t Student.




Tabela 4: Valores de poténcia (pECsg) obtidas a partir de curvas concentragdo-resposta a
acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de s6dio (SNP) em anéis de aorta na auséncia (PVAT-)
ou na presenga (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de ratos dos grupos: controle
sedentario (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e dieta
hiperlipidica treinado (dh-TR).

GRUPOS - pEC50
c-SD c-TR dh-SD dh-TR
PVAT- 7,24+0,13 7,16£0,03 7,36+0,14 7,40+0,10

ACh
PVAT+ 7,14+0,10 7,13+0,04 7,20+0,12 7,18+0,08

PVAT- 7,54+0,12 7,49+0,1 7,68+0,19 7,58+0,29
SNP
PVAT+ 7,45+0,12 7,68+0,08 7,37+0,16 7,52+0,17

Valores de poténcia sdo representados como -log da concentragdo do agonista necessaria para

produzir 50 % da resposta maxima. Valores expressos como média £ SEM. Teste t Student.
ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni.

5.4.3- Curvas de Contracdo

Os agonistas fenilefrina (PHE: 1 nM-100 uM) e serotonina (5-HT: 10 nM-300 puM)
produziram contracdo dependente da concentragdao em anéis de aorta com endotélio intacto na
auséncia (PVAT-) ou presenca (PVAT+) de tecido adiposo perivascular.

A presenca do PVAT nos anéis de aorta promoveu reducdo Epax (mN/mm) a PHE em
todos os grupos: ¢c-SD (PVAT+: 3,5+0,4 ¢ PVAT-: 6,6+0,5), c-TR (PVAT+: 4,7+0,8 e PVAT-:
7,9+1,4), dh-SD (PVAT+: 2,14£0,2 e PVAT-: 6,1+£0,6) e dh-TR (PVAT+: 2,5+0,4 ¢ PVAT-: 5,8+
0,5). Nenhuma diferenga foi observada nos grupos em relagdo ao delta de reducdo a Eyax
promovida pela presenca do PVAT. Nenhuma alteragcdo nos valores de pECs, foi observada para

todos os grupos (Figura 12, Tabela 5).
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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina (PHE) em anéis de aorta na
auséncia (PVAT-) ou na presenca (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de ratos dos
grupos: controle sedentario (c-SD, painel A), controle treinado (c-TR, painel B), dieta
hiperlipidica sedentério (dh-SD, painel C) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR, painel
D). Delta de reducdo da Eyax na presenca do PVAT (painel E). O numero de animais
utilizados para cada grupo foi inserido na figura. Epax: Resposta maxima. Valores
expressos em média + SEM. Test t Student: *p<0,05 comparado ao respectivo anel
PVAT- (painéis A, B, C, D). ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni:
*p<0,05 comparado ao c-SD; 'p<0,05 comparado ao dh-SD (painel E).
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Similarmente, a presenca do PVAT promoveu redugdo da Epax (mN/mm) a 5-HT em
anéis de aorta em todos os grupos experimentais: c-SD (PVAT+: 7,0+0,9 e PVAT-: 9,7+1,3), c-
TR (PVAT+: 7,840,4 ¢ PVAT-: 10,3+0,6), dh-SD (PVAT+: 4,1+0,1 e PVAT-:10,5%1,2) ¢ dh-TR
(PVAT+: 5,9+0,7 e PVAT-: 10,5£0,9). O delta de redugdo da Eyax foi maior no grupo dh-SD
quando comparado ao grupo c-SD (6,3£1,5 e 2,7+0,7, respectivamente) € o treinamento aerdbio
foi eficaz em restabelecer esses valores no grupo dh-TR (4,5+0,6). Nao observamos diferenca no
peso do PVAT entre os grupos c-TR e dh-TR. Nenhuma alteragdo nos valores de pECsy foi
observada para todos os grupos (Figura 13, Tabela 5).
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Figura 13: Curvas concentragdo-resposta a serotonina (5-HT) em anéis de aorta na
auséncia (PVAT-) ou na presenca (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de ratos dos
grupos: controle sedentario (c-SD, painel A), controle treinado (c-TR, painel B), dieta
hiperlipidica sedentario (dh-SD, painel C) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR, painel
D). Delta de reducdo da Eyax na presenca do PVAT (painel E). O numero de animais
utilizados para cada grupo foi inserido na figura.
expressos em médiarSEM. Test t Student: *p<0,05 comparado ao respectivo anel
PVAT- (painéis A, B, C, D). ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni:

Emax: Resposta maxima. Valores

*p<0,05 comparado ao c-SD; 'p<0,05 comparado ao dh-SD (painéis E).
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Tabela 5: Valores de poténcia (pECsg) obtidas a partir de curvas concentragdo-resposta a
fenilefrina (PHE) e serotonina (5-HT) em anéis de aorta na auséncia (PVAT-) ou na presenca
(PVAT+) do tecido adiposo perivascular de ratos dos grupos: controle sedentario (c-SD),
controle treinado (c-TR), dieta hiperlipidica sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica treinado
(dh-TR).

GRUPOS - pECs,

c-SD c¢-TR dh-SD dh-TR

PHE PVAT+ 6,3840,07 6,34+0,10 6,12+0,10 6,37+0,10
PVAT-  6,62+0,08 6,54+0,03 6,62+0,12 6,53+0,08
5-HT PVAT+ 5,27+0,07 5,33+0,01 5,32+0,08 5,37+0,01

PVAT- 5,53+0,07  5,65+0,06  5,62+0,05 5,56+0,10

Valores de poténcia sdo representados como -log da concentragdo do agonista necessaria para
produzir 50 % da resposta maxima. Valores expressos como média + SEM. Teste t Student.
ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni.

5.5- Expresséo de proteinas

A expressdo da iNOS no tecido adiposo perivascular ndo foi alterada pelo treinamento
fisico no grupo c-TR quando comparado ao grupo c-SD. Similarmente, no grupo dh-SD a
expressao da iNOS foi aumentada comparada ao grupo c-SD, e o treinamento fisico foi capaz de
reduzir estes valores no grupo dh-TR (Figura 14, painel A).

O treinamento fisico ndo alterou a expressao da eNOS no grupo c-TR quando comparado
ao c-SD. Interessantemente, os animais do grupo dh-SD apresentaram aumento na expressao da
eNOS comparado ao grupo c-SD. Por outro lado, o treinamento fisico reduziu esta expressao no

grupo dh-TR (Figura 14, painel B)
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Figura 14. Expressdo da sintase endotelial do 6xido nitrico na aorta (eNOS, painel A) e da
sintase induzivel do 6xido nitrico no tecido adiposo perivascular (iNOS, painel B) de ratos
dos grupos: controle sedentdrio (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipidica
sedentario (dh-SD) e dieta hiperlipidica treinado (dh-TR). O numero de animais utilizados
para cada grupo foi inserido na figura. Valores relativos ao grupo c-SD e expressos em
média = SEM. ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado
ao c-SD; "p<0,05 comparado ao dh-SD.
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6.0-DISCUSSAO

Trabalhos que envolvem a inducdo de obesidade por dieta em modelos animais sao
relevantes para a compreensdo dos mecanismos pelos quais a obesidade promove alteracdes
metabolicas e cardiovasculares. Além disso, esses modelos apresentam grande semelhanca com a
etiologia da obesidade em seres humanos, mostrando-se de grande utilidade na area de satude
(WEST e YORK, 1998; TSCHOP ¢ HEIMAN, 2001). Demonstramos que o tecido adiposo
perivascular apresentou importante efeito anticontratil aos agonistas fenilefrina e serotonina em
aorta toracica de ratos. A obesidade induzida por dieta hiperlipidica exacerbou o efeito
anticontratil apenas ao agonista serotonina, e o treinamento fisico aerobio foi eficaz em prevenir
esta alteracgao.

Em nosso estudo, ratos alimentados por dezesseis semanas com dieta hiperlipidica e
sedentarios (dh-SD) apresentaram alteragcdes caracteristicas da obesidade como aumento no
ganho de peso corporal, acimulo de gordura epididimal e niveis elevados de triglicerideos,
insulina e leptina circulantes. Outros trabalhos também encontraram maior ganho de peso
corporal, gordura epididimal e triglicerideos (ESTADELLA et. al., 2004; DE MOARES et. al.,
2007; DE MORAES et. al., 2008; PAULI et. al., 2009; MONTEIRO et. al., 2012; WANG et. al.,
2014), bem como altos niveis plasmaticos de insulina e leptina (YASARI et. al., 2009;
AILHAUD, 2006; GAUTHIER et. al., 2004; PELLIZZON et. al., 2002; KOWALSKA et. al.
1999). A distribuicdo da gordura corporal exerce grande influéncia nas anormalidades associadas
a obesidade, tais como alteragdes no metabolismo glicémico e lipidico, sendo estas mais
encontradas em condi¢des que exista obesidade central (abdominal) (LAFONTAN e LANGIN,
2009). A ingestdo de dieta hiperlipidica esta associada a resisténcia a insulina, com consequente
hiperinsulinemia e desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo 2 (BODEN, 1997; CINTRA et.
al., 2008; PAULI et. al., 2008).

Os efeitos deletérios da obesidade tém sido associados com o desenvolvimento de um
estado cronico de inflamagdo, com aumento na producdo de liberacdo de fatores pro-
inflamatoérios. As adipocinas produzidas pelo tecido adiposo branco estdo envolvidas em uma
variedade de processos fisioldgicos, entre eles o controle da ingestdo alimentar, a homeostase
energética, sensibilidade a insulina, a angiogénese, prote¢do vascular, regulacdo da pressdao
arterial, coagulacdo sanguinea e resposta inflamatéria (HAUNER, 2004; RAJSHEKER et. al.,

2010). Evidéncias demonstraram correlagdo positiva dos altos niveis de leptina com maior

48



acimulo de gordura, principalmente do tecido adiposo branco, tanto em modelos de obesidade
em roedores (DE LAS HERAS et. al.,, 2009; YASARI et. al,, 2009; AILHAUD, 2006;
GAUTHIER et. al., 2004; PELLIZZON et. al., 2002; KOWALSKA et al. 1999) como em
humanos (BELTOWSKI, 2006; PORRECA et. al., 2004; GUZIK et. al., 2003).

O exercicio fisico aerdbio de moderada intensidade promove efeitos benéficos em
diversos sistemas fisioldgicos, sendo recomendado para a preveng¢dao das doengas cronico
degenerativas, incluindo a hipertensdo arterial, diabetes mellitus, aterosclerose e obesidade
(ACSM, 2007). Sua pratica regular esta associada a promocao de saide, melhora na fungio
cardiovascular e retardo das complicagdes associadas ao envelhecimento em animais saudaveis
(JUDGE et. al., 2005; GARCIA-VALLES et. al., 2013). Diversos estudos reportam que o
exercicio fisico de moderada intensidade realizado sistematicamente de trés a cinco
vezes/semana promove redu¢do no ganho de peso corporal e do acimulo de gordura, além de
melhorar o perfil lipidico e glicidico (SCHRAUWEN et. al., 2000; GAUTHIER et. al., 2003;
DIZDAR et. al., 2004; BURNEIKO et. al., 20006).

No presente estudo, o treinamento fisico de moderada intensidade em animais controle
(c-TR), durante oito semanas, foi eficaz em promover menor ganho de peso corporal e redugao
da gordura epididimal quando comprado ao seu respectivo grupo controle (c-SD), demonstrando
eficiéncia do treinamento fisico empregado no controle do ganho de peso e acumulo de gordura.
Interessantemente quando comparamos os resultados do grupo treinado e alimentado com dieta
hiperlipidica (dh-TR) com o seu respectivo grupo sedentario (dh-SD), observamos nao somente
redug¢do do ganho de peso corporal e gordura epididimal como também, valores reduzidos de
triglicerideos, insulina e leptina. Sabe-se que o exercicio fisico pode modular o ganho de peso
corporal por estar relacionado ao aumento do gasto energético, aumento da atividade simpatica,
ativacao de receptores beta-adrenérgicos, ativacdo da lipase hormonio-sensivel (HSL), aumento
da lipdlise e beta-oxidacdo na mitocondria (HOROWITZ, 2003; LJUBICIC et. al., 2010;
THOMPSON et. al., 2012; CICCARELLI et. al., 2013; TURNER et. al., 2014). Adicionalmente,
estudos tém demonstrado efeitos benéficos do exercicio fisico na reducdo dos niveis de
triglicerideos em humanos (TALAYERO e SACKS, 2011; ADENIYT et. al., 2013; BELLOU et.
al., 2013; PAOLI et. al., 2013). Alguns mecanismos tém sido sugeridos para explicar a melhora
no perfil lipidico promovido pelo exercicio, sendo eles o aumento da lipolise e utilizagdo de

lipideos como fonte de energia, elevacao da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) levando ao
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aumento da lipoproteina lipase (LPL) e quebra dos triglicerideos, além do aumento da expressao
de RNAm envolvendo PPAR-y, LPL ¢ HSL no tecido adiposo (RUSCHKE et. al., 2010;
TSENG et. al., 2013; KIM et. al., 2014; TURNER et. al., 2014). Por sua vez, a leptina interage
com diferentes sistemas neuroenddcrinos centrais, envolvidos no controle da ingestdo de
alimentos, regulagao do apetite e gasto energético (CARO et. al., 1996; MONTAGUE et. al.,
1997; GUIMARAES et. al., 2007). Outros estudos também reportaram reducao na concentragao
plasmatica de leptina promovida pelo exercicio aerébio em humanos (TIRAYAKI-SONMEZ et.
al., 2013) e em camundongos (BRADLEY et. al., 2008), bem como, redu¢do na expressao de
RNAm para leptina no tecido adiposo branco (ZACHWIEJA et. al.,1997; GOLLISCH et. al.,
2009; VIEIRA et. al., 2009).

Observamos também aumento do PVAT nos animais dh-SD comparado ao grupo c-SD.
O exercicio fisico aerobio em ambos os grupos c-TR e dh-TR foi eficaz em reduzir a massa do
PVAT, comparado aos grupos sedentarios. Esta reducdo pode estar associada a modificagdes no
metabolismo do PVAT promovida pelo exercicio fisico. O PVAT encontrado na aorta ¢
considerado tecido adiposo misto branco (TAB) e marrom (TAM), porém com maior
semelhanga com o TAM, por possuir células adiposas multiloculares, abundancia em
mitocOndrias e significante expressdao de UCP-1 (FITZGIBBONS et. al., 2011; ARAUJO et. al.,
2015). Também foi demonstrado que em ratos submetido a dieta hiperlipidica a massa total do
PVAT esta aumentada (KADOWAKI e YAMAUCHI et. al., 2005; MARCHESI et. al., 2009;
MA et. al., 2010).

Relacionado a reatividade vascular, o PVAT ndo alterou a resposta vasodilatadora
induzida pela acetilcolina e pelo nitroprussiato de sodio, em todos os grupos estudados.
Interessantemente, também nao observamos alteragdes induzidas pela dieta hiperlipidica ou pelo
treinamento fisico aerdbio no relaxamento dependente de endotélio. Outros estudos
evidenciaram resultados similares aos encontrados, sendo realizados em aorta toracica de
camundongos e também artéria corondria de suinos (REIFENBERGER et. al., 2007; BUNKER
et. al., 2010; KETONEN et. al., 2010). Os quadros de obesidade podem ser divididos em duas
categorias, aqueles que apresentam controle metabolico ligeiramente disfuncional e aqueles que
apresentam controle metabolico completamente disfuncional. E interessante salientar, que a
primeira categoria de fenotipo metabolico possuem niveis moderados de marcadores

inflamatérios, bem como menor risco de comprometimento cardiovascular quando comparados a
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segunda categoria (APOVIAN et. al., 2008; OUCHI et. al., 2011). Acreditamos que em nosso
estudo os animais ainda apresentem um quadro de obesidade (aumento do peso corporal e
gordura epididimal) com moderada disfungdo metabolica, com prejuizo no controle metabolico
(niveis elevados de triglicerideos e insulina circulantes), aumento da inflamagao (niveis elevados
de leptina circulante), porém conforme evidenciado ainda ndo apresentam disfun¢do endotelial
na aorta toracica. No entanto, os mecanismos envolvidos sdo complexos devem ser futuramente
investigados.

Por outro lado, a resposta vasoconstritora induzida pelos agentes fenilefrina e serotonina
foi reduzida na presenga do PVAT, demonstrando assim efeito anticontratil na reatividade
vascular de aorta toracica. Diferentes estudos previamente evidenciaram esta resposta em
protocolos envolvendo animais e seres humanos (LOHN et. al., 2002; DUBROVSKA et. al.,
2004; GAO et. al., 2005; LEE et. al. 2009). Os mecanismos pelos quais o PVAT promove este
efeito anticontratil ¢ complexo e envolve diversas vias de sinalizagdo. Estudos evidenciaram que
o PVAT produz um fator relaxante derivado do adipocito (ADRF) que pode promover a abertura
de canais de K" dependentes de ATP, canais de K™ dependentes de voltagem, e ainda canais de
K" ativados por calcio de baixa condutancia, causando hiperpolarizagdo das células do musculo
liso vascular e relaxamento (LOHN et. al., 2002; VERLOHREN et. al., 2004; GAO et. al., 2007).
Outros trabalhos demonstraram o envolvimento da liberacdo do peroxido de hidrogénio (H,0,)
pelas células do PVAT, promovendo a formacao de GMPc e relaxamento vascular (GAO et. al.,
2007; WANG e SCHEDER, 2008). Foi demonstrado que a leptina possui efeito direto no
relaxamento vascular, mesmo na auséncia do PVAT, em artéria mesentérica de caes
(MOHAMMED et. al., 2007), aorta de coelhos (SAHIN e BARISKANER, 2007) e em humanos
(NAKAGAWA et. al., 2002), esta resposta ¢ mediada por mecanismos dependentes de NO
(RAHMOUNI e HAYNES, 2005; SAHIN et. al., 2007) e mais recente estudo sugere que a
leptina ¢ capaz de estimular a produ¢do NO no PVAT da artéria mesentérica de camundongos
(GIL-ORTEGA et. al., 2010). Acredita-se que a ativagdo de receptores 3 adrenérgicos no
PVAT possa promover a liberagdo de adiponectina, que atua em seu receptor nas células do
musculo liso vascular promovendo hiperpolarizagdo e relaxamento (KADOWAKI e
YAMAUCHI 2005, AGHAMOHAMMADZADEH et. al.,, 2012). Por fim, a fenilefrina e

serotonina, atuando em receptores especificos do PVAT podem estimular a produg¢ao de NO via
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NOS e consequente relaxamento da célula muscular lisa (MALINOWSKI et. al., 2008;
AGHAMOHAMMADZADEH et. al., 2012)

Em especial, diferentes modelos de indugdo de obesidade em animais com severa
disfun¢do metabdlica bem como exacerbado aumento do PVAT, demonstraram perda do efeito
anticontratil promovido pelo PVAT (GIL-ORTEGA et. al., 2009; MA et. al., 2010; PAYNE et.
al., 2010). No entanto, estudos que avaliaram indugdo de obesidade em quadros com disfungao
metabolica moderada observaram aumento da produgdo de NO pelo PVAT e melhora na funcao
vascular como um mecanismo compensatério do estagio inicial da obesidade (GIL-ORTEGA et.
al., 2010; FERNANDEZ-ALFONSO et. al., 2013). Em nosso estudo, a reducao da contratilidade
vascular a fenilefrina foi similar em todos os grupos na presenca do PVAT, porém houve uma
maior redu¢do na resposta a serotonina nos animais alimentados com dieta hiperlipidica e o
treinamento aerdbio foi eficaz em prevenir esta alteragao.

A fenilefrina ativa receptores adrenérgicos do tipo alfa-1, presentes nas células do
musculo liso que ¢ acoplado a proteina G, e quando ativado estimula a fosfolipase C, catalisando
a formagao de DAG e IPs. O IP3, quando se liga nos seus receptores no reticulo sarcoplasmatico,
aumenta liberagdo Ca®" do reticulo. O DAG e o Ca*" ativam a PKC que fosforila a proteina CPI-
17, umas das responsaveis pela inibicdo da fosfatase da cadeia leve de miosina, contribuindo
com a contragdo, além disso, a PKC também atua sobre os canais de cdalcio do tipo L,
colaborando com o aumento da concentragao de Ca’" no citosol (WEBB, 2003; DIMOPOULOS
et. al., 2007).

Por sua vez, a serotonina (5-HT) possui uma diversidade de subtipos de receptores, bem
como complexas vias de sinalizagdes envolvidas nas respostas. Os subtipos podem ser divididos
em sete familias, sendo elas, 5-HT; (5-HTa; 5-HT1g; 5-HTp; 5-HT1g; 5-HT§), 5-HT, (5-HT2a;
5-HTyg; 5-HT¢), 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs e 5-HT7 que sdao acopladas a proteina G e os receptores
da familia 5-HT; s@o canais i6nicos associados a 5-HT (HOYER et. al., 2002). Estes receptores
estdo presentes ndo apenas em células do musculo liso vascular, mas também em células do
tecido adiposo (ULLMER et. al., 1995; UCHIDA-KITAJIMA et. al., 2008; STUNES et. al.,
2011). Especificamente, o receptor 5-HT,4 presente nas células do musculo liso vascular, quando
ativados pela 5-HT promovem a contracdo muscular devido a ativagdo da via de sinalizagdo que
envolve IPy/PKC e aumento de Ca’’ no citosol, bem como, o mecanismo de sinalizag¢ao

envolvendo Rho-quinase e inibigdo da fosfatase da cadeia leve de miosina (GAMOH et. al.,
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2013). Os receptores 5-HTp inibem a adenilato ciclase (AMPc), quando localizados nas células
do musculo liso vascular promovem a vasoconstrigdo (NILSSON et. al.,, 1999; BANES e
WATTS 2001; MONASSIER et. al., 2010; WATTS et. al., 2012). Por outro lado, foi
demonstrado que receptores do tipo 5-HT;p localizados nas células endoteliais podem induzir a
vasodilatagdo através da produgdao de NO (HOYER et. al., 1994).

Por fim, observamos aumento na expressao da eNOS na aorta e iNOS no PVAT dos
animais do grupo dh-SD, comparado aos demais grupos estudados. Em recente estudo realizado
em camundongos foi demonstrado aumento da produgdo de NO pelo PVAT na fase inicial da
obesidade, sendo considerado um possivel efeito adaptativo (GIL-ORTEGA et. al., 2010). A
INOS foi originalmente identificada em macréfagos e sua atividade e expressdo estdo
relacionadas com o sistema imune ¢ aumento do estado inflamatorio celular (MACMICKING et
al., 1995; MCNEILL et. al., 2014). A literatura tem demonstrado em modelos animais a
associagdo entre obesidade, estado inflamatorio subclinico e liberacdo de adipocinas pro-
inflamatéria como leptina, TNF-a, IL-6, resistina, além do aumento da expressdao da iNOS no
tecido adiposo (BOULOUMIE et. al., 2005; LYON et. al. 2003; YOO e CHOI, 2014;
PERREAULT e MARETTE, 2001). Uma caracteristica importante da iNOS ¢ a sua grande
capacidade de produzir NO (MORRIS e BILLIAR, 1994.; MONCADA e HIGGS, 2006).
Acreditamos que uma possivel sinalizagdo dos receptores de serotonina no PVAT pode modular
a produgdo de NO via iINOS, podendo estar relacionado com o aumento do efeito anticontratil
observado no grupo dh-SD, sendo uma via compensatéria e adaptativa da fase inicial da
obesidade. O exercicio fisico foi capaz de reduzir a expressao da eNOS na aorta e iNOS no
PVAT, associado a normalizagdo do efeito anticontratil do PVAT no grupo dh-TR. Estudos tem
demonstrado que o exercicio fisico diminui os niveis TNF-o0, IL-6 e IL-1p, tanto em animais
quanto em humanos (GOLLASCH et. al., 2004; VIEIRA et. al., 2009; SAKURALI et. al., 2009),
diminuindo o estado inflamatdrio e possivelmente reduzindo fatores de transcri¢do envolvidos na
expressdao da iNOS no PVAT. Futuros experimentos devem ser realizados visando investigar os
possiveis mecanismos envolvidos na sinaliza¢do da 5-HT em receptores presentes no PVAT da

aorta toracica e seu efeito anticontratil no musculo liso vascular.
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7.0-CONCLUSAO

Concluimos que o tecido adiposo perivascular apresentou efeito anticontratil aos agonistas
fenilefrina e serotonina em aorta toracica de ratos. A obesidade induzida por dieta hiperlipidica
exacerbou o efeito anticontratil apenas ao agonista serotonina, sendo um possivel efeito
adaptativo na fase inicial da obesidade e o treinamento fisico aerdbio foi eficaz em prevenir esta

alteracao.
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10-ANEXO

u n es m UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAO DE ETICA

“JULIO DE MESQUITA FILHO" NO USO DE ANIMAL
Camgus de Rio Claro CEUA 11— UNESP - CRC
DECISAO CEUA N" 012/2013
Instituicio: UNESP - IB - CRC Departamento: Educagao Fisica
Protocolo n®. 2846 Data de Registro CEUA: 07.5.2013

Projeto de Pesquisa: “Papel do tecido adiposo perivascular em aorta de ratos treinados e
tratados com dieta hiperlipidica”.

Subprojetos vinculados: == ==

Pesquisador Responsavel Angelina Zanesco

Orientando{a): Hygor Nunes Aradjo

Colaborador(es): Maria Andréia Delbin, Edson Antuens e Carmem Peres Valgas da Silva.

()TCC

Obsetivo ( X) Mestrado
Académico: ( ) Doutorado

() Outros - (Especificar)

A Comiss3o de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP —
Campus de Rio Claro, em sua 16® reunido ordinaria. realizada em 12/6/2013.

(X) Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo
relator.

\ () Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunido (vide anexo), aprova ‘

o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).

Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido
pelo relator.

Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas
(prazo maximo de 30 dias).

()
() Nao Aprovou.
() Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.

Rio Claro, 12 de junho de 2013. -

f. g’:/ o Sérgio Palm%
da CEUA
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