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A dissertacdo intitulada: Caracterizacdo farmacologica do sulfeto de hidrogénio (Has)
derivado do tecido adiposo perivascular (PVAT) Na Hipertensdo Gestacional” ¢ dividida em

trés partes.

Inicialmente a dissertacdo traz uma breve introducdo a respeito do tecido adiposo
perivascular, do H,S, dos canais de potdssio sensiveis ao ATP, das principais alteragdes
vasculares que ocorrem no organismo materno com o inicio da gestagdo, seguida do papel do
endotélio vascular nesse momento. Também sdo abordados alguns pontos da fisiopatologia da
hipertensdo gestacional e algumas fisiopatologias em que o tecido adiposo perivascular
encontra-se disfuncional. Por fim, essa primeira parte da dissertacdo descreve alternativas
terapéuticas que podem vir a ser exploradana hipertensdo gestacional.

A segunda parte apresenta o artigo intitulado “Anticontractile effect of perivascular
adipose tissue is enhanced by stimulated hydrogen sulfide formation and is ATP-sensitive
potassium channel-dependent in hypertensive pregnant rats”, submetido para publicacdo na

revista Vascular Pharmacology.

A terceira parte apresenta uma breve discussdo dos achados do artigo apresentado,
complementando alguns pontos importantes e, em seguida, expde uma breve conclusdo a
respeito do que foi abordado ao longo da dissertacao.

Além disso, durante a execucdo deste curso de mestrado, outras atividades foram
desenvolvidas com o objetivo de enriquecer a formacdo académica e sdo apresentadas a

seguir:
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RESUMO

INTRODUCAO: O tecido adiposo perivascular (PVAT) libera sob condigdes fisiologicas
fatores de relaxamento derivados do tecido adiposo (ADRF), que possivelmente
desempenham um papel importante na modula¢do do tonus vascular. Foi demonstrado que a
inativagdo de canais de potéassio sensiveis ao ATP (Katp) aboliu o efeito anticontratil do
PVAT. Outros estudos mostraram que o sulfeto de hidrogénio (H,S) ¢é produzido pelo PVAT
devido a expressdo da sua enzima precursora cistationina gamma liase (CSE) e que o H,S atua
através ativagdo dos Karp. Além disso, o PVAT sofre uma disfuncdo em condi¢des
fisiopatologicas como a hipertensdo. No entanto, seus efeitos ainda ndo sdo bem explorados
durante a hipertensdo gestacional. Portanto, nosso objetivo foi examinar o envolvimento do
H,S derivado do PVAT na modulagdo do tonus vascular de ratas prenhes hipertensas e
normotensas. METODOS: Foram realizadas curvas concentragdo-resposta induzidas pela
fenilefrina na presenga e auséncia de PVAT e endotélio em ratas prenhes normotensas (Norm-
Preg) e hipertensas (HTN-Preg). A pressdo arterial materna, os parametros fetais e
placentarios, a angiogenese e os niveis de H,S também foram avaliados. RESULTADOS: A
hipertensdo gestacional foi associada ao desequilibrio angiogénico e a restrigdo do
crescimento fetal e placentario e o PVAT ndo se mostrou disfuncional. Além disso, sob a
formacao estimulada de H,S pelo PVAT, mas ndo no endotélio, houve reducdo nas curvas
concentragdo-resposta a fenilefrina em aortas de ratas HTN-Preg. Ainda, o inibidor da sintese
de H,S foi responsavel por eliminar os efeitos anticontrateis exercidos pelo PVAT e pelo
endotélio. Ademais, o efeito anticontratil do PVAT, mas ndo do endotélio foi abolido pelo
bloqueador dos canais de potassio sensiveis ao ATP. Consistentemente, niveis elevados de
H,S no PVAT, placenta e plasma, mas ndo em aortas sem PVAT também foram observados
no grupo HTN-Preg. CONCLUSAO: O PVAT e o endotélio exercem efeitos anticontrateis,
mas a acdo do PVAT ¢ dependente de canais de potéssio sensiveis ao ATP em aorta de ratas
prenhes normotensas e hipertensas, enquanto que a formagdo estimulada de H,S preserva o
efeito anticontratil do PVAT, mas ndo do endotélio, em aorta de ratas prenhes hipertensas,
sugerindo um papel fundamental do H,S derivado do PVAT.

Palavras-chave:. Sulfeto de Hidrogénio; Tecido Adiposo Perivascular; Hipertensao
Gestacional
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Perivascular adipose tissue (PVAT) releases diffusible adipocyte-
derived relaxing factors (ADRFs) under physiological conditions, which possibly play key
roles to modulate the vascular tone. It was demonstrated that the inactivation of ATP-sensitive
potassium channels (Katp channels) impaired the anticontractile effect of PVAT. Further
studies have shown that hydrogen sulfide (Hzs) is released by PVAT due to the expression of
cystathionine gamma lyase (CSE) and that (Hzs) acts through the activation of Ksrp channels.
In addition, PVAT 1is impaired in pathophysiological situations such as hypertension.
However, it is not yet well explorated during hypertension in pregnancy. Therefore, we aimed
to examine the involvement of PVAT-derived H,S to modulate the vascular tone in aorta from
normotensive and hypertensive pregnant rats. METHODS: Phenylephrine-induced
contractions in the presence and absence of PVAT and endothelium in aortas from
normotensive pregnant (Norm-Preg) and HTN-Preg rats were investigated. Maternal blood
pressure, fetal-placental parameters, angiogenesis and H,S levels were also assessed.
RESULTS: Hypertensive pregnancy associated with angiogenic imbalance and fetal-
placental growth restrictions revealed that there is no PVAT dysfunction. Moreover, under
stimulated H,S formation PVAT, but not endothelium, reduces phenylephrine-induced
contractions in aortas from HTN-Preg rats. Also, H,S synthesis inhibitor abolishes
anticontractile effects displayed by PVAT and endothelium. Furthermore, anticontractile
effect of PVAT, but not of endothelium, was eliminated by ATP-sensitive potassium channels
blocker. Consistently, increased H,S levels in PVAT, placenta and plasma, but not in aortas
without PVAT were observed in the HTN-Preg group as well. CONCLUSIONS: PVAT and
endothelium provide anticontractile effects, but PVAT action is ATP-sensitive potassium
channels dependent in aortas from normotensive and hypertensive pregnant rats, while
stimulated H»S production preserves anticontractile effect of PVAT, but not of endothelium,
in aortas from hypertensive pregnant rats, implying a key role for PVAT-derived H,S.

Key words: Hydrogen Sulfide; Perivascular adipose tissue; Hypertensive pregnancy.
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INTRODUCAO
1.1. Tecido Adiposo Perivascular (PVAT)

O tecido adiposo perivascular (PVAT) por muitos anos foi limitado a um
tecido de reserva energética e de termorregulagdo. No entanto, hd mais de duas décadas foi
observado que anéis aorticos de ratos com PVAT eram menos responsivos aos efeitos
constritores de noreprinefrina quando comparados a anéis desprovidos de PVAT (Soltis e
Cassis, 1991).

O PVAT corresponde a uma camada de gordura que envolve as principais
artérias sistémicas (Mann et al., 2015, Zaborska, Wareing e Austing, 2017). Demais
estudos demonstram que o PVAT em condigdes normais libera substancias vasoativas
atuando também sobre a modulacdo do tonus vascular (Beltowski, 2013; Ayala-Lopez et
al., 2014; Mann et al., 2015). O PVAT ¢ considerado um tecido adiposo misto, pois possui
gordura marrom e gordura branca (Eringa, Bakker e Van Hinsbergh, 2012); ¢ formado
durante o desenvolvimento embriondrio e permanece como uma camada fina que circunda
os vasos ¢ se mantém no decorrer da vida (Beltowski, 2013). Na década seguinte, foi
observado que os efeitos vasoconstritores da angiotensina II, serotonina e fenilefrina (Phe)
também eram menores na presen¢a de PVAT (Lohn et al., 2002).

Foi demonstrado que o PVAT libera diversas substincias vasodilatadoras
incluindo o perdxido de hidrogénio (Gao et al., 2007), a adiponectina (Fesus et al., 2007),
a angiotensina 1-7 (Lee et al., 2009), o 6xido nitrico (NO) (Dashwood et al., 2007) e o
metil palmitato (Lee ef al., 2011). Estudos sugerem que o PVAT secreta um fator humoral
denominado fator de relaxamento derivado do tecido adiposo (ADRF, do inglés adipose
tissue derived relaxing factor) (Dubrovska et al., 2004, Mann et al., 2015, Lee et al., 2009.,
Lohn et al., 2002) e ainda que, o efeito vasodilatador do ADRF foi atenuado na presenga

de glibenclamida, um bloqueador de canal de potassio sensivel ao ATP (Katp) (Lohn et al.,

N



2002; Beltowski, 2013), sugerindo que a natureza molecular do ADRF pode ser vinculada
ao H,S, visto que as respostas obtidas nesses estudos que analisaram os mecanismos
vasculares do ADRF comportam-se de forma semelhante as respostas vasculares do H,S

(Beltowski et al., 2015).

1.2. Sulfeto de Hidrogénio (H>S)

A producao enddgena do H,S foi descrita por Abe & Kimura em 1996 (Abe e
Kimura, 1996), incluindo o H,S entre os transportadores gasosos, juntamente com o NO e
o mondxido de carbono (CO). O H,S pode ser produzido por vias ndo-enziméticas e
enzimadticas, sendo a via enzimatica a de maior relevancia, pois é responsavel por produzir
a maior parte do H,S endogeno (Cirino, Velleco e Bucci, 2017). O H,S ¢ produzido pelas
enzimas cistationina-y-liase (CSE), cistationina-f-sintase (CBS) e pela 3-mercaptopiruvato
sulfurtransferase (3-MST) (Abe e Kimura, 1996; Hosoki, Matsuki ¢ Kimura, 1997; Cirino
Velleco e Bucci, 2017; Kanagy, Szabo e Papapetropoulos, 2017). A CBS esta presente
predominantemente no sistema nervoso central e no figado, enquanto a 3MST esta
majoritariamente presente na mitocondria e a CSE no sistema cardiovascular (Powell et al.,
2018). A producao endodgena de H,S no sistema cardiovascular pela CSE acontece na
presenca de um cofator chamado piridoxal 5-fosfato e de um substrato a L-cisteina
(Asimakopoulou et al., 2013).

O H,S possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, auxilia na inibi¢ao
da formagao de placas, reduz a pressdo arterial e pode exercer efeito vasodilatador (Kanagy
Szabo e Papapetropoulos, 2017). O papel do H,S na regulacdo da pressdo arterial foi
observado em ratos knockout para CSE que desenvolveram hipertensdo dependente de
idade, hiper-homocisteinemia severa e disfuncdo endotelial (Yang et al., 2008). Além

disso, a inibicdo farmacoldgica da CSE com DL-propargilglicina (PAG) promoveu um

25



Conclusdes e consideracédes finais

71



CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Nos concluimos que ndo ha disfun¢do do PVAT na gestacao saudavel e que o PVAT,
mas ndo o endotélio, ¢ responsivo a formacdo estimulada de H»S na hipertensdo
gestacional. Além disso, o efeito anticontratil do PVAT ¢ dependente dos canais de

potassio sensiveis ao ATP.
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