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RESUMO

A hiperativacdo dos receptores P-adrenérgicos (B-AR) é uma caracteristica
comum em doengas cardiovasculares com hiperatividade simpatica como a hipertensao
arterial essencial e a insuficiéncia cardiaca. A estimulagdo prolongada dos B-AR pode
predispor a disfungdo vascular associada ao estresse oxidativo, prejuizo na biodisponibilidade
do 6xido nitrico (NO) e ativacao do receptor de mineralocorticoides (MR). O tecido adiposo
perivascular (PVAT), o qual circunda a maioria dos vasos sanguineos, sintetiza e libera
fatores vasoativos e fisiologicamente apresenta efeito anticontratil. Porém, na obesidade, na
hipertensdo arterial e em outras doengas cardiometabolicas, o PVAT encontra-se disfuncional,
e pouco se sabe sobre os efeitos da sinalizacdo dos B-AR no PVAT. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos da hiperestimulacdo dos B-AR sobre o papel anticontratil,
producao de NO e equilibrio redox no PVAT da aorta toracica, e a sinalizagdo celular dos -
AR envolvida. A hiperestimulagdao dos B-AR in vivo, foi realizada em ratos Wistar (3 meses)
tratados com veiculo (CT) ou com agonista dos B-AR nao-seletivo isoproterenol (ISO; 0,3
mg/kg/dia; s.c.) por 7 dias. Para investigacdo dos efeitos da estimulacdo dos B-AR in situ, o
PVAT de animais controle foi exposto ao ISO (1 uM) nos tempos de 15 min, 6h, 12h e 24h.
Os resultados obtidos apds os tratamentos in vivo demonstraram reducdo da resposta contratil
a fenilefrina na aorta dos animais CT na presenca de PVAT, o que ndo foi observado nos
animais tratados com ISO 7 dias, sugerindo a perda do efeito anticontratil do PVAT apos
estimulagdo crdnica dos B-AR. Esse prejuizo funcional induzido pelo tratamento in vivo com
ISO foi associado a menor expressdao dos Pi-AR e da proteina quinase A (PKA), maior
expressao dos B2-AR e da fosforilagcdo de Src e ERK, além de aumento de interleucina-6 no
PVAT. O tratamento cronico com isoproterenol in vivo ou prolongado (24h) in situ resultou
em estresse oxidativo e redugdo de NO associados ao desacoplamento da 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) no PVAT. A estimulag@o B-adrenérgica in vivo ndo mudou a concentragao
de aldosterona no PVAT, mas aumentou a concentracao de corticosterona, com aumento da
expressao da enzima 11B-hidroxiesteroide dehidrogenase (11B-HSD1) que regenera
glicocorticoides. De maneira andloga, a estimulacdo com ISO in situ (24h) aumentou a
expressao da 11B-HSD1. Além disso, a estimulacdo dos B-AR com ISO por 24h em cultura
primaria de adipocitos isolados do PVAT aortico aumentou a liberagao de corticosterona. Em
conclusado, os dados sugerem que a estimulacao cronica dos B-AR prejudica o controle que o
PVAT exerce sobre a fun¢ao vascular, associado a geracao de estresse oxidativo, redugao da
biodisponibilidade de NO e aumento da concentragdo de corticosterona com maior expressao
de 11B-HSD1. Esses efeitos parecem ser independentes de fatores circulantes, uma vez que a
ativacdo prolongada dos B-AR in vitro resulta em efeitos similares aos observados in vivo.
Assim, esses dados estendem o conhecimento sobre a sinalizagdo e efeitos da estimulacao [3-
adrenérgica no PVAT.

Palavras-chave: receptores P-adrenérgicos, aorta toracica, corticosterona, tecido adiposo
perivascular, 6xido nitrico.



ABSTRACT

B-adrenergic receptors (B-AR) overstimulation is a common feature in
cardiovascular diseases with sympathetic overactivation such as essential hypertension and
heart failure. Prolonged B-AR stimulation predisposes to vascular dysfunction associated with
oxidative stress, impaired nitric oxide (NO) bioavailability and mineralocorticoid receptor
(MR) activation. The perivascular adipose tissue (PVAT) that is the fat depot surrounding
most blood vessels, synthetizes and releases vasoactive factors and physiologically presents
anticontractile effect. However, in cardiovascular diseases such as obesity and hypertension
PVAT become dysfunctional by mechanisms not completely understood. The aim of this
study was to evaluate a possible role of B-AR overstimulation on aortic PVAT anticontractile
effect, NO synthesis and bioavailability, and redox state, and the signaling pathway involved
in B-AR effects in PVAT. For this purpose, male Wistar rats (3 month) were treated with
vehicle (CT) or with a non-selective B-AR agonist isoproterenol (ISO; 0.3 mg/kg/day; s.c.) for
7 days, which induces in vivo B-AR overstimulation. In addition, B-AR stimulation in situ was
induced by the exposure to ISO (1 uM) for 15min, 6h, 12h and 24h of PVAT from control
rats. As first results, we observed that the vasoconstrictor response to phenylephrine in aorta
from CT rats was reduced by the presence of PVAT, effect that was not observed in ISO-
treated animals, suggesting chronic B-AR stimulation in vivo impairs the anticontractile effect
of PVAT. The in vivo ISO-induced impaired PVAT function was associated with reduced Pi-
AR and protein kinase A (PKA) expression, and increased [32-AR expression, Src and ERK
phosphorylation, and interleukin-6 expression in PVAT from ISO-treated rats. In addition,
both in vivo and in situ (24h) ISO exposure generated oxidative stress and impaired NO
bioavailability by inducing endothelial nitric oxide synthase (eNOS) uncoupling in the aortic
PVAT. B-AR overstimulation in vivo did not change aldosterone levels in PVAT, but
increased corticosterone levels, with increased 11B-hydroxysteroid dehydrogenase (11pB-
HSDI1) expression, which regenerates glucocorticoids. Likewise, prolonged in situ 1SO
stimulation (24h) increased PVAT 11B-HSD1 expression and increased the amount of
corticosterone released by adipocytes isolated from PVAT. These data suggest that chronic -
AR stimulation induces PVAT dysfunction associated with oxidative stress, reduced NO
bioavailability and increased corticosterone levels by upregulation of 11B-HSDI1. These
effects seems to be independent of circulating factors, since in vitro B-AR stimulation resulted
in similar effects. These data uncover a new role for B-adrenergic stimulation and effects in
the PVAT.

Key Word: B-adrenergic receptor, thoracic aorta, corticosterone, perivascular adipose tissue,
nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso simpdatico (SNS) apresenta papel crucial na homeostasia
cardiovascular, incluindo o controle do tonus vascular (Manolis et al.,, 2014). Ha solidas
evidéncias que diversas doengas cardiovasculares (DCV) sdo acompanhadas por aumento da
atividade do SNS como demonstrado no infarto agudo do miocéardio (Graham et al., 2004), na
insuficiéncia cardiaca (Hasking et al., 1986) e na hipertensdo arterial (Schlaich et al., 2003;
Grassi, 1998). Este quadro também ¢ observado em doengas que sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de DCV como a obesidade e a sindrome metabodlica (Fisher et al., 2009;
Grassi et al., 2007).

As DCV lideram as causas de morte no Brasil (Ribeiro et al., 2016) e no mundo'.
Por isso, a busca pelos mecanismos fisiopatologicos envolvidos nas DCV e novas terapéuticas
¢ relevante e crescente. Neste contexto, diversos sdo os trabalhos que indicam o papel da
ativagdo dos receptores P-adrenérgicos (B-AR) em DCV que cursam com hiperatividade
simpatica, especialmente na insuficiéncia cardiaca (Watson et al., 2006). Mais recentemente,
dados em animais experimentais tem sugerido que a hiperativacdo de B-AR também poderia
ser um mecanismo associado ao dano vascular (Franco et al., 2017; Victorio et al., 2016b;

Davel et al., 2014; Kim et al., 2012).

1.1 Sinalizacio dos B-AR nas células vasculares

Os B-AR sao receptores de sete dominios transmembranares que pertencem a
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Os GPCRs apresentam uma
estrutura conservada com terminagcdo amino extracelular, terminagao carboxil intracelular e
sete a-hélices transmembranares. Sao descritos trés subtipos de B-AR: Bi-, B2-, f3-AR (Lands
et al., 1967; Tan et al., 1983). A existéncia de um quarto subtipo de receptor B-AR (Ps-AR)
tem sido proposto, porém sugere-se que este receptor seja um estado atipico do receptor Pi-
AR (Granneman, 2001).

Os Bi-AR sdo o subtipo predominante no coragdo, correspondendo a 75-80% dos

receptores B-AR presentes no tecido cardiaco. Além disso, as células cardiacas também

! World Health Organization. Disponivel em: http://www.who.int/cardiovascular_diseases/world-heart-day-
2017/en/. Acesso 26 de outubro de 2017.
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expressam [2-AR e em uma extensdo menor os 33-AR, com expressdo varidvel com a idade e
condi¢do patologica (Barrese & Taglialatela, 2013). A ativacdo dos Pi-AR no musculo
cardiaco resulta em cronotropismo (frequéncia cardiaca), inotropismo (for¢a de contragdo) e
lusitropismo (velocidade de relaxamento) positivos. J& em vasos sanguineos, o [2-AR ¢
descrito como o principal subtipo B-AR expresso nas células endoteliais e no musculo liso
vascular da aorta e nas células endoteliais das artérias pulmonares, no qual sua estimulago
aguda estd associada ao relaxamento vascular (Ferro et al., 2004; Poraugeaud et al., 2005;
Leblais et al., 2008; Perez-Aso et al., 2014). Porém, em geral, os trés subtipos f-AR podem
ser encontrados em vasos sanguineos, incluindo grandes artérias como a aorta e vasos de
resisténcia como a artéria mesentérica de resisténcia e a contribuicdo de cada subtipo e a via
de sinalizagdo envolvida na resposta vasodilatadora diferem entre os leitos vasculares (Flacco
et al., 2013). O Bi-AR estdo localizados principalmente nas células de misculo liso vascular,
onde exerce importante papel vasodilatador nas artérias mesentéricas, femoral, carotida,
pulmonar e aorta (Chruscinski et al., 2001; Flacco et al., 2013). Os B3-AR foram descritos
inicialmente no tecido adiposo, atuando na lipdlise (Emorine et al., 1989), porém também
estdo localizados na aorta sendo encontrados na lamina elastica e em células endoteliais e do
musculo liso com proporgdes variadas de acordo com o leito vascular estudado (Flacco et al.,
2013; Perez-Aso et al., 2014).

Classicamente, a ligacdo de agonistas aos B-AR nas células vasculares ativam a
cascata de sinalizacdo dependente da proteina Go estimulatdria (Gos), a qual ativa a adenilato
ciclase aumentando os niveis de 3’, 5’ adenosina monofosfato ciclica (AMPc) com
consequente ativagcdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA) (Tanaka et al., 2005).
A ativacdo da via Gas/AMPc/PKA induz relaxamento do musculo liso por inibir a formagao
do complexo célcio/calmodulina e a fosforilagdo da quinase da cadeia leve de miosina além
de aumentar a recaptacdo de calcio para o reticulo sarcoplasmatico via fosforilagdo da
fosfolambam pela PKA (Tanaka et al., 2005). Além disso, o relaxamento do musculo liso
pode ocorrer de modo independente de AMPc via abertura de canais de K* resultando em
hiperpolarizacdo da membrana (Tanaka et al., 2005). Apesar dos trés subtipos de B-AR
poderem causar vasodilatagdo, o subtipo e a via de sinalizagdo ativada podem diferir de
acordo com o leito vascular estudado (Flacco et al., 2013). A ativacao dos receptores 2-AR
nas células endoteliais da aorta pode culminar com a ativa¢do da enzima 6xido nitrico sintase

(NOS)-isoforma endotelial (eNOS), aumentando a sintese e liberacdo do fator vasodilatador
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oxido nitrico (NO) (Figura 1A) (Queen et al., 2006; Banquet et al., 2011; Flacco et al., 2013).
Assim, além do efeito vasodilatador por agdo direta no musculo liso, pode haver uma
dependéncia do NO endotelial.

O B2-AR, além de estar acoplado a proteina Gas, pode acoplar-se a proteina Ga
inibitoria (Gai) (Daaka et al., 1997). A estimulacdo da proteina Gai pode gerar diferentes
sinalizagdes, dependendo do tipo celular em questdo. Em linhagem de células renais humanas
(Human Embryonic Kidney 293 cells — HEK293) a estimulacdo 2-AR/Gai causa ativagdo de
Src/Ras e culmina com ativacdo da quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2) (Daaka
et al., 1997). De acordo, o tratamento com isoproterenol, um agonista dos B-AR nio seletivo,
pode aumentar a fosforilagdo (p-) da ERK1/2 em cardiomiécitos ¢ em fibroblastos, e esta
sinalizagdo € responsavel, a0 menos em parte, pela indugdo de hipertrofia e fibrose cardiaca
(Vidal et al., 2012; Hori et al., 2017). A ativagdo da ERK1/2 em resposta a estimulagdo dos [3-
AR também parece ocorrer em vasos sanguineos. Perez-Aso e colaboradores (2014)
demonstraram que a ativagdo da ERK1/2 em células de musculo liso vascular limita o
relaxamento vascular induzido pela ativagao dos B-AR na aorta. De acordo com esses dados, a
aorta de animais com hiperativacdo dos P-AR induzida pelo tratamento cronico com
isoproterenol apresenta aumento da contragdo a fenilefrina associado a maior ativagdo dos
receptores P2-AR, da proteina Gai, da p-ERK1/2 e reducdo da biodisponibilidade de NO
(Davel et al., 2006, 2014). Em artérias cerebrais, Kim e colaboradores (2006) demonstraram
que o tratamento com o isoproterenol induz p-ERK1/2 independentemente de AMPc/PKA e
de Ras. Em conjunto, esses estudos sugerem alteracao na via de sinalizagdo dos B-AR quando
esses receptores sao hiperativados.

A hiperativacdo dos B-AR tem demonstrado causar disfungdo vascular. O
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) com consequente reducdo da
biodisponibilidade de NO foram observados na aorta e artéria cerebral de animais apos
estimulagdo cronica dos B-AR com isoproterenol o que causou alteragdo da resposta contratil
a diferentes agonistas (Davel et al., 2006; Kim et al., 2012). O aumento de EROs,
especialmente o anion superdxido, pode reduzir a biodisponibilidade do NO. O NO por
apresentar um elétron desemparelhado se torna muito reativo a outras moléculas que também
contém um elétron desemparelhado, como ¢ o caso do anion superdxido, assim o NO ¢é
inativado pelo anion superdxido, resultando na geragdo de peroxinitrito (Vanhoutte et al.,

2016). O aumento da geracdo de anion superoxido induzido pelo isoproterenol em artéria de
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murinos parece estar associado ao aumento da atividade da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (Xu et al, 2008; Kim et al.,, 2012) e/ou ao
desacoplamento da eNOS (Figura 1B) (Davel et al., 2011; 2014; Victorio et al., 2016b).

Acute fi-adrenergic Chronic [i-adrenergic
activation activation
L-arginine «
L-arginine [Activity
1 Activity uncoupled
eNOS (AN O N | | xpression
L-citrulline
N

Figura 1. Esquema representativo do efeito da ativagdo aguda (A) e cronica (B) dos
receptores [-adrenérgicos sobre a atividade e expressdo da enzima Oxido nitrico sintase

endotelial (eNOS) (Davel et al., 2011).

A eNOS ¢ composta por um dominio oxigenase amino-terminal composto por
sitios de ligacdo para o substrato L-arginina e para o cofator tetrahidrobiopterina (BH4), um
grupamento heme e um dominio redutase carboxi-terminal com sitios de ligagdo para
cofatores de flavina (flavina mononucleotideo e flavina adenina nucleotideo) e NADPH
(Carnicer et al., 2013). A funcionalidade da eNOS se da pela transferéncia de elétrons da
NADPH, via flavinas, do dominio redutase para o grupamento heme do dominio oxigenase
oposto, local onde os elétrons sao utilizados para reduzir e ativar O» e oxidar L-arginina em L-
citrulina ¢ NO (Forstermann & Sessa, 2012). Esta enzima ¢ sintetizada como monomero,
porém ¢ necessaria a formacao de homodimeros para a producao de NO (Vanhoutte et al.,
2016). A produgao de NO pela eNOS ¢ regulada por diversos fatores como pela expressao da
enzima, disponibilidade do substrato L-arginina e do cofator BHs, complexo
calcio/calmodulina, interagdes proteina-proteina como com a chaperona heat shock protein 90
(HSP90), entre outras modificagdes pos-traducionais (Kietadisorn et al., 2012). Entretanto,
mesmo quando hd formagdo de homodimero pode haver producdo de anion superoxido, ao
invés de NO, caso haja reduzidas concentragdes do substrato L-arginina, ou do cofator BHy,
condicao referida como desacoplamento da eNOS (Vanhoutte et al., 2016). O desacoplamento

da eNOS causa menor sintese do NO e producdo de anion superdxido por esta enzima, que
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por sua vez contribui para reduzir a biodisponibilidade do NO (Rodriguez-Crespo et al., 1996;
Zou et al., 2002).

A ativagdo B-adrenérgica pode ativar o sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA). Por sua vez, um aumento na produ¢do de angiotensina II e de aldosterona poderiam
mediar os efeitos vasculares da hiperativagdo [-adrenérgica, uma vez que ambos o0s
hormoénios podem causar desacoplamento da eNOS (Leopold et al., 2007; Mollnau et al.,
2002). Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa avaliou a participacdo das vias de sinalizagao
dos receptores AT; de angiotensina e do receptor de mineralocorticoides (MR) no
desenvolvimento da disfungdo vascular induzida pela administragdio prolongada de
isoproterenol in vivo. Observamos que as alteragdes vasculares induzidas pelo tratamento
cronico com isoproterenol em aorta toracica de ratos foram prevenidas pelo tratamento com
espironolactona, antagonista MR, mas ndo pelo losartan, antagonista do receptor AT,
sugerindo que fatores ligantes do MR poderiam ser liberados em resposta a hiperativagdo [3-
adrenérgica e mediar o dano vascular (Victorio et al., 2016b).

Adipdcitos expressam as enzimas citocromo P450 aldosterona sintase (CYP11B2)
e corticosterona sintase 11P-hidroxilase (CYP11B1), enzimas-chave para a etapa final de
sintese dos hormonios aldosterona e corticosterona/cortisol, respectivamente. Aldosterona e
glicocorticoides sdo ligantes endégenos do MR, sendo que corticosterona/cortisol podem se
ligar tanto ao MR quanto ao receptor de glicocorticoides (GR), porém apresentam maior
afinidade ao MR (Fuller et al.,, 2012). Os adip6citos também expressam a enzima 1103-
hidroxiesteroide dehidrogenase tipo 1 (11B-HSDI1) a qual converte metabolitos 11-dehidro
inativos em glicocorticoides ativos e a enzima 11fB-hidroxiesteroide dehidrogenase tipo 2
(11B-HSD?2), a qual oxida glicocorticoides em metabdlitos inativos, prevenindo a ativagao do
MR por glicocorticoides. Assim, apesar de corticosterona/cortisol encontrarem-se em maior
concentracdo do que aldosterona no plasma de mamiferos, fisiologicamente a atividade da
11B-HSD2 garante a seletividade do MR pela aldosterona em tecidos onde a enzima ¢
expressa (Fuller et al.,, 2012). Apesar da seletividade da ligagdo da aldosterona ao MR
conferida pela 11B-HSD2, uma alteracio do estado redox pode modular a ligacdo dos
glicocorticoides endogenos ao MR (Funder, 2007; Gong et al., 2008). E os glicocorticoides,
como o caso do cortisol, pode levar a reducdo da expressao da eNOS e concomitante reducao
na producdo de NO, sugerindo uma relagdo entre os niveis teciduais de glicocorticoides e a

disfun¢do vascular (Rogers et al., 2002; Liu et al., 2009).
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Uma vez que os adipocitos apresentam a maquinaria enzimatica necessaria para a
producao de aldosterona e glicocorticoides, os depositos de tecido adiposo emergem como
possivel fonte de fatores ligantes de MR durante a estimula¢do B-adrenérgica. Dados prévios
de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a hiperativagdo B-AR causa ativagdo do MR
vascular, porém sem modificagdo nos niveis plasmaticos de aldosterona e corticosterona
(Victorio et al., 2016b). Assim, é possivel que haja a estimulacdo da sintese de ligantes
endégenos do MR/GR localmente, o que indica um possivel papel fisiopatologico para o

tecido adiposo que circunda os vasos sanguineos, o tecido adiposo perivascular (PVAT).

1.2 O papel do PVAT no controle da funcio vascular

O PVAT ¢ um tecido composto por diferentes tipos celulares incluindo adipocitos
e uma fragdo de estroma vascular composta por fibroblastos, células endoteliais e células do
sistema imune (Figura 2A) (Szasz et al., 2013). Ele circunda a maioria dos vasos sanguineos,
a excecao de artérias cerebrais (Gao, 2007). As caracteristicas morfologicas do PVAT variam
de acordo com a regido anatdomica na qual estd presente, de modo que o PVAT da aorta
toracica apresenta similaridade fenotipica ao tecido adiposo marrom, enquanto que o PVAT
que circunda as artérias mesentéricas ¢ a aorta abdominal assemelha-se ao tecido adiposo
branco (Figura 2B) (Watts et al., 2011; Padilla et al., 2013). Entretanto, a descri¢ao tradicional
do tecido adiposo branco e/ou marrom ¢ insuficiente para classificar, assim como descrever, a
fungdo pardcrina do PVAT sob os vasos sanguineos (Szasz et al., 2013).

O PVAT, fisiologicamente, apresenta efeito anticontratil por secretar varias
substancias vasoativas como adiponectina (Fésus et al., 2007), angiotensina 1-7 (Lee et al.,
2009a), leptina (Galvez-Prieto et al., 2012), sulfeto de hidrogénio (H»S) (Fang et al., 2009),
NO (Xia et al., 2016; Victorio et al., 2016a), fator relaxante derivado do adipocito (ADRF —
adipocyte derived relaxing factor) (Fésus et al., 2007) e por ativar canais de potassio
dependentes de voltagem (Kv) (Verlohren et al., 2004; Friederich-Persson et al., 2017). O
efeito anticontratil do PVAT foi descrito primeiramente por Soltis e Cassis (1991) que
demonstraram que a presenca de PVAT afeta a contratilidade vascular da aorta toracica de
ratos. Posteriormente, o efeito anticontratil do PVAT também foi demonstrado em resposta a
varios agentes constritores como agonistas a-adrenérgicos, serotonina, angiotensina II e

U46619 (analogo do tromboxano Az) em aorta toracica de ratos (Lohn et al., 2002), na artéria
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mesentérica de ratos e camundongos (Verlohren et al. 2004; Friederich-Persson et al., 2017;
Ayala-Lopez et al., 2017) e na artéria toracica interna de humanos (Gao et al., 2005b). Porém,
o papel regulatorio do PVAT tem sido demonstrado ser especifico para cada leito vascular.
Neste sentido, o efeito anticontratil do PVAT na aorta toracica ndo é observado na aorta
abdominal (Victorio et al, 2016a). Os mecanismos envolvidos nesta diferenca foram
associados a menor expressao de eNOS e produgcdo de NO no PVAT da aorta abdominal
comparado ao PVAT da aorta toracica (Victorio et al., 2016a). Assim, a fung¢ao fisiologica do
PVAT varia de acordo com o leito vascular estudado, com a caracteristica do tecido adiposo

presente no PVAT e também em qual espécie os efeitos do PVAT estdo sendo avaliados.
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Figura 2. (A) Diagrama da composi¢do celular do tecido adiposo perivascular (PVAT):
adipocitos do PVAT (amarelo), pré-adipocitos, fibroblastos, células endoteliais (vermelho) e
c¢lulas imunes (macrofagos em azul e células T em preto); matriz extracelular formada por
colageno e fibras de elastina (verde). (B) Caracteristicas fenotipicas do PVAT de aorta

toracica (tPAAT) e abdominal (aPAAT) (Fernandez-Alfonso et al., 2018).

Trabalhos sugerem que na hipertensado arterial (Lu et al., 2011, Lee et al., 2009b) e
na obesidade (Gao et al., 2005a), a funcao fisiologica do PVAT pode estar prejudicada e o
PVAT pode passar a liberar menos ADRFs e produzir quantidades significativas de EROs,
citocinas pro-inflamatorias e fatores contrateis, dentre eles angiotensina I (Gu & Xu, 2013).
Os componentes do sistema renina-angiotensina sao expressos em diversos tipos celulares,
incluindo adipocitos. A abundéancia de angiotensinogénio em adipdcitos equivale a 68%

daquela encontrada no figado, além disso essas células expressam os receptores AT; e AT>
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(Lu et al., 2007). Um aumento nos niveis de angiotensina II sistémico via ativagdo do receptor
AT no tecido adiposo resultam na contribuicdo deste tecido para aumentar as concentragdes
de angiotensinogénio e assim de angiotensina II local e sistémico (Lu et al, 2007).
Interessantemente, este mesmo grupo demonstrou que na obesidade o aumento de
angiotensinogénio/angiotensina sistémico ¢ derivado do tecido adiposo, uma vez que a
expressdo de angiotensinogénio ndo foi alterada no figado, demonstrando o papel da sintese e
liberagdo de angiotensina II por adipdcitos (Boustany et al., 2004).

Em suma, os fatores liberados pelo PVAT em situagdes patologicas podem
diminuir a biodisponibilidade de NO, como o caso do anion superdxido, e ainda aumentar a
fosforilagdo da eNOS em sitio de inativagdo (Payne et al., 2010). Em conjunto, um quadro de
inflamagdo e estresse oxidativo e menor liberagdo de fatores relaxantes do endotélio sdo
mecanismos que podem contribuir para o desenvolvimento e manutencdo da disfungdo
endotelial e assim, para o agravamento do dano vascular em doengas cardiovasculares (Payne
et al., 2010; Szasz et al., 2013). Apesar da importancia da hiperativacdo B-AR em doencas
cardiovasculares que cursam com hiperatividade simpatica e aumento de catecolaminas
circulantes como a hipertensdo essencial e a insuficiéncia cardiaca, pouco se sabe sobre os

efeitos da estimulacdo adrenérgica sobre o PVAT.

1.3 Sinalizaciao dos B-AR nos adipdcitos

Evidéncias suportam que o PVAT tem inervagdo simpatica (Bulloch & Daly,
2014; Ayala-Lopez & Watts, 2016). O PVAT da aorta e da artéria mesentérica contém as
catecolaminas dopamina, adrenalina e noradrenalina, sendo que esta ltima apresenta maiores
niveis nesses tecidos (Ayala-Lopez et al,, 2014). Ao menos em relacdo a presenga de
catecolaminas, o PVAT ¢ similar aos depositos lipidicos cldssicos como interescapular (tecido
adiposo marrom) e retroperitoneal (tecido adiposo branco) (Ayala-Lopez et al., 2014). O
PVAT de artéria mesentérica capta noradrenalina, e esse pode ser um dos mecanismos
fisiologicos pelo qual o PVAT induz efeito anticontratil (Ayala-Lopez et al., 2015). O PVAT
apresenta um reservatério funcional de catecolaminas independente de nervos simpaticos
(Ayala-Lopez et al., 2014). Apesar da presenca de catecolaminas no PVAT, pouco se sabe

sobre a distribuicdo e efeitos dos receptores adrenérgicos neste tecido, assim como sua
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possivel influéncia na fung@o vascular em doengas que cursam com a hiperativagdo simpatica
(Ayala-Lopez & Watts, 2016).

O entendimento da ativagdo de B-AR no PVAT atualmente ¢ baseada em estudos
com depositos lipidicos cldssicos, como o tecido adiposo supraespinhal e o tecido adiposo
visceral, dentre eles gonadal, epididimal, entre outros depositos de tecido adiposo branco
(Ayala-Lopez & Watts, 2016). Desse modo, sabe-se que adipocitos do tecido adiposo marrom
e branco expressam receptores Bi- B2- € B3-AR e medeiam lipolise e termogénese (Levin &
Sullivan, 1986; Galitzky et al., 1995; Yang et al, 2004; Granneman et al., 2005).
Adicionalmente, a ativagao [-adrenérgica em adipocitos branco e/ou marrom lida com a
liberagdo de hormdnios, como a leptina e adiponectina. A estimula¢do aguda dos receptores
B-AR cursa com aumento da secrecdo de adiponectina e reducdo de leptina em adipocitos
3T3-L1 (Than et al., 2011; Komai et al., 2016). Porém, o balango entre a liberagao/inibigao de
hormonios pelo PVAT frente a estimulagdo adrenérgica ¢ pouco esclarecido, bem como sua
relevancia para o controle do tonus vascular (Aghamohammadzadeh et al., 2012). Sabe-se que
a ativacdo de receptores B3-AR no PVAT de artéria mesentérica libera um ADRF, o qual os
autores sugerem ser a adiponectina (Weston et al., 2013). Entretanto, ndo se sabe se este perfil
¢ alterado apos estimulag@o cronica dos receptores -AR, bem como se esta resposta difere
em diferentes depositos de PVAT alterando a fungdo vascular.

A ativacdo cronica do receptor P3-AR pode induzir a transdiferenciacdo de
adipocitos brancos em células do tipo marrom, que passam a expressar UCP-1 (Uncoupling
Protein 1) e maior quantidade de mitocondrias (Himms-Hagen et al., 2000; Granneman et al.,
2005). Este processo ¢ conhecido como browning e as células denominadas de bege ou brite
(do inglés brown in white). Foi demonstrado que pacientes com feocromocitoma, tipo de
tumor neuroenddcrino que aumenta a secrecdo de catecolaminas pelas adrenais, apresentam
aumento de depdsitos de tecido adiposo marrom (Lean et al, 1986), associado a
transdiferenciacdo de adipocitos brancos em marrom (Frontini et al., 2013), ressaltando o
papel da hiperativacdo adrenérgica no controle do fenotipo de adipocitos. O processo do
browning contribui para maior lipolise e termogénese em animais experimentais expostos ao
tratamento com agonista [B3-AR (Himms-Hagen et al., 2000; Grannenan et al., 2005).
Entretanto, em doengas como a insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo preservada
(HFpEF) e o cancer associado a caquexia foi demonstrado que a ativacdo do browning pode

ser inadequada. Em animais com HFpEF ha um prejuizo funcional do tecido adiposo marrom
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para regular a temperatura corporal quando exposto ao frio; ja animais com caquexia
relacionada ao cancer, a ativagdo [3-AR contribui para maior dissipacdo de energia e
progressdo da caquexia (Petruzzelli et al., 2014; Valero-Mufioz et al., 2016). Em conjunto,
esses estudos demonstram a complexidade dos depodsitos de tecido adiposo, dentre eles o
PVAT, e a necessidade de se elucidar o papel das alteracdes nesse tecido em doengas que
cursam com ativacdo -AR.

Neste estudo levantamos a hipotese que a hiperativagdo dos B-AR no PVAT da
aorta toracica pode modular a fungdo vascular por liberar fatores ligantes de MR e por alterar

o estado redox do PVAT.
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2 OBJETIVO

Investigar os efeitos da hiperativacdo P-adrenérgica no papel anticontratil,
producao de NO e equilibrio redox do PVAT da aorta toracica e a sinalizagdo celular dos -
AR envolvida. Para isso avaliamos (1) os efeitos do tratamento com o agonista f-AR
isoproterenol in vivo por 7 dias no papel anticontratil, morfologia, produgdo de NO, balango
redox, expressdo e via de sinalizacdo dos subtipos de B-AR e sintese de citocinas
inflamatorias, de aldosterona e de corticosterona no PVAT aortico; (2) os efeitos da exposicao
in situ ao isoproterenol na producdo de NO, no balango redox e expressdo das enzimas
envolvidas no metabolismo de glicocorticoides e de aldosterona no PVAT adrtico e; (3) os
efeitos da exposi¢do in vitro ao isoproterenol na produg¢do de corticosterona por cultura

primaria de adipdcitos provenientes do PVAT da aorta toracica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e protocolo de tratamento

Ratos Wistar (30 dias; protocolo CEUA: 3523-1 — ANEXO E e F) foram obtidos
no Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério (CEMIB) na UNICAMP e mantidos no biotério do Departamento de Biologia
Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia/ UNICAMP sob condigdes de temperatura
constante (22 + 2 °C) e foto-periodo (12:12 h ciclo claro-escuro) com livre acesso a ragdo e
agua. Apods aclimatizacdo (~3 dias) no biotério do departamento, um lote de animais foi
utilizado para a realizagdo da cultura primaria de adipdcitos, uma vez que a cultura celular
primaria de adipdcitos requer alta proporcao de células mesenquimais nao diferenciadas, a
qual é encontrada em nos animais nessa idade.

Outro lote de animais foi mantido no biotério até completarem 3 meses de idade
para a realizagdo dos demais protocolos experimentais. Ao completarem 3 meses de idade, os
animais foram pesados e separados aleatoriamente em 2 grupos para o tratamento in vivo: 1)
Grupo CT: grupo controle tratado apenas com veiculo (6leo de soja; s.c.) e 2) Grupo ISO:
grupo tratado com isoproterenol (0,3 mg/kg/dia, s.c.). Os animais foram tratados por 7 dias
consecutivos.

A avaliacao tempo-dependente da ativagdo B-AR in situ foi realizada em animais

controle (3 meses), como descrito no item 3.6.

3.2 Medidas hemodinamicas e indice de hipertrofia ventricular

As medidas hemodindmicas foram realizadas no 8° dia em animais anestesiados
com uretana (1,2 g/kg; i.p.). Para isso, uma pequena incisdo foi realizada no pescogo do
animal para isolamento da artéria cardtida direita e da veia jugular, as quais foram canuladas
com cateter (PE50) preenchido com salina heparinizada. O cateter foi conectado a um
transdutor de pressao (MTL844 Ad Instruments) e este a um sistema de aquisicao de sinais
bioldgicos (PowerLab 4/35, Ad Instruments) acoplado a um computador para medida e
aquisi¢do dos sinais detalhados a seguir. Inicialmente foi realizado a medida de pressdo

arterial sistdlica, diastolica e média (PAM) na cardtida e de pressdo venosa central (PVC) na
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veia jugular. Em seguida, o cateter da carotida foi introduzido no ventriculo esquerdo (VE) e
o da veia jugular no ventriculo direito (VD) para medida de pressdo ventricular sistdlica (PS)
e diastolica final (PDf) e derivadas maxima e minima de pressao pelo tempo (dP/dT) (Rossoni
et al., 2006; Davel et al., 2008; 2015).

Ap0s os registros hemodindmicos, os animais foram exsanguinados sob anestesia,
os atrios foram removidos do coragdo e os ventriculos direito e esquerdo mais o septo
ventricular foram pesados. O valor da razdo massa ventricular (MV; mg)/ massa corporal
(MC; g) ? foi utilizada como indice de hipertrofia ventricular para comprovar a eficacia do

tratamento com isoproterenol.

3.3 Parametros bioquimicos e obtencio de amostras teciduais

Ao final do periodo de tratamento os animais foram mantidos em jejum por 12h
para medida de glicemia pela veia caudal utilizando tiras para teste de glicemia (Accu-Chek
Advantage, Roche Diagnostics, USA). Em seguida, os animais foram anestesiados com uma
mistura de cetamina e xilasina (240 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente) e pesados em
balanga digital (Petit balance MK500C, Chiyo). A eutanasia foi sempre realizada entre 11-12h
a fim de evitar a influéncia das oscilagdes nos niveis de corticosterona geradas pelo ritmo
circadiano, a qual apresenta encontra-se em baixas concentragdes nesse periodo (Atkinson &
Waddell, 1997). Apos realizacdo de uma incisdo peritoneal, sangue arterial foi coletado a
partir da aorta abdominal, e entdo centrifugado (3000 rpm, 15 min a 4°C) e mantido a -80°C
para posteriores analises bioquimicas de colesterol e triglicérides total utilizando kit comercial
(Roche Molecular Biochemicals, Pleasanton, CA - USA).

Apd6s a coleta do sangue, a aorta toracica com PVAT e o tecido adiposo
supraespinhal® foram removidos para pesagem e colocados sobre uma placa de petri contendo
solu¢ao de Krebs-Henseleit (em mM): 118 NaCl; 4,7 KCI; 25 NaHCO3; 2,5 CaCl,-2H,0; 1,2
KH>POs4; 1,2 MgS04-7H20; 11 glicose e 0,01 EDTA, previamente gaseificada com mistura

carbogénica (95% Oz e 5% CO») e gelada. Os tecidos foram mantidos em gelo e destinados

2 Vale ressaltar que em todos os protocolos experimentais era mensurado o indice de hipertrofia ventricular a fim
de comprovar o modelo experimental utilizado.

3 A nomenclatura supraespinhal foi utilizado no estudo baseado no recente trabalho de Zhang e colaboradores
(2018). Este estudo se trata de um Atlas de depdsito de tecido adiposo em roedores. Vale ressaltar, que na
introducdo e na discussdo, para ser fiel aos trabalhos utilizados, o nome do depdsito de tecido adiposo utilizado
nos trabalhos referenciados nao foi alterado, mantendo-se a nomenclatura utilizada no estudo.
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para os experimentos especificados nos proximos topicos. A massa do PVAT da aorta
toracica e o tecido adiposo supraespinhal foram normalizados pela massa corporal dos

animais.

3.4 Histologia do PVAT

Amostras de PVAT de aorta toracica e de tecido adiposo supraespinhal dos
animais dos grupos CT e ISO foram fixados em formol (10%) e apds no minimo 24h de
fixagdo em formol os tecidos foram submetidos a desidratacdo com concentragdes crescentes
de etanol (70% - 100%) e de xilol e entdo embebidos em parafina. Em seguida, os cortes (5
um) foram corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas em microscopio
optico Nikon Eclipse Ti-S no aumento de 20X e fotos tipicas foram tiradas com a camera

Nikon Digital Sight DS-U3 acoplada ao microscépio

3.5 Reatividade vascular

Aorta toracica dos animais CT e ISO foi dividida em segmentos cilindricos (3
mm) na presenca ou auséncia de PVAT. Os segmentos de aorta foram montados em um
banho de 6rgaos isolados (Panlab Havard Apparatus) em cubas contendo 10 ml de solucao de
Krebs-Henseleit (37°C, constantemente gaseificada com mistura carbogénica 95% Oz e 5%
CO»). A aorta toracica foi mantida em tensdo de repouso de 1,0 g. Apds estabilizacao (30
min), a viabilidade do musculo liso vascular da aorta foi testada pela resposta contratil ao KC1
(75 mM) que deve ser ~1g de tensdo desenvolvida a mais em relagdo a tensao de repouso
obtida, no grupo controle. Apds lavagem com solu¢ao de Krebs-Henseleit, a viabilidade do
endotélio foi avaliada perante o teste com uma dose de acetilcolina (10 pM) em segmentos
pré-contraidos com agonista aj-adrenérgico fenilefrina (I uM). Segmentos de aorta que
obtiveram relaxamento maior que 80% foram considerados vidveis. Em seguida, os
segmentos foram novamente lavados com solucdo de Krebs-Henseleit, estabilizados (30 min)
e entdo realizada curva concentragdo-resposta a fenilefrina (0,1 nM — 10 uM). A resposta
maxima (Rmsx) € o logaritmo negativo das concentracdes do agonista que produziram 50% da
Rmix (-Log ECso) foram obtidos pela andlise da regressdo ndo-linear de cada curva

concentragdo resposta utilizando o software Graph Prism 5.0 (San Diego, EUA).
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3.6 Cultura tecidual de PVAT

O PVAT foi separado da aorta toracica de ratos Wistar (3 meses) e entdo lavado
em solu¢do de Krebs-Henseleit (pH=7,4) e cortado em 6 segmentos (3 mm) sob fluxo
laminar. Cada segmento foi transferido para um pogo de placa de 24 pogos preenchido com
solucilo DMEM (4,5 g/L de glicose; UltraCruz DMEM, Santa Cruz Biotechnology)
suplementado com 10% soro de bezerro recém-nascido, 4 mM glutamina, 100 U/mL
penicilina e estreptomicina, 126 uM de ascorbato de sodio e 10 mM HEPES. Em seguida, os
segmentos foram incubados com veiculo (meio de cultura) ou com isoproterenol (1 uM) pelos
tempos de 15 min, 6h, 12h e 24h em incubadora (37°C, 8% CO») (Figura 3). Ao final do
periodo de incubagdo os tecidos foram coletados e armazenados para posteriores medidas de
NO, EROs e expressao proteica.

Inicio do tratamento
da cultura tecidual
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Figura 3. Esquema representativo do tratamento do tecido adiposo perivascular (PVAT) em

cultura tecidual.

3.7 Cultura primaria de adipocitos

O PVAT da aorta toracica de ratos Wistar (4 semanas de idade) controle foi
isolado e limpo em meio de cultura DMEM em placa de petri. Sob fluxo laminar, o PVAT foi
fragmentado e transferido para um falcon contendo solucdo HEPES (em mM: 100 HEPES;
120 NaCl; 4,8 KCI; 127 CaCl; 4,5 glicose; BSA 1,5%; pH= 7,4) adicionado de colagenase
tipo 2 (5 mg/5 mL). A solugdo foi mantida em banho-maria (37 °C) por 20 min ¢ em
intervalos de 5 min era agitada gentilmente em vortex. Apos esse periodo, a solugdao foi
filtrada usando filtro de 100 pm e mantida em gelo por 20 min. Nesse momento, ¢ possivel
observar na camada superior da solugdo uma faixa de adipdcitos suspensos. Assim, em

seguida, sem coletar esses adipdcitos suspensos, a solugdo foi novamente filtrada com filtro
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40 um. A amostra foi centrifugada a 1060 rpm por 10 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido
em meio de cultura para diferenciacdo de adipocitos (DMEM suplementado adicionado de 1
uM rosiglitasona ¢ 4 nM insulina) e transferido para placas de 96 pogos mantido em
incubadora 8% CO2 a 37°C. As células foram mantidas em incubadora por aproximadamente
7 dias até diferenciarem e atingirem confluéncia de ~80%. Apds esse periodo as células foram
colocadas em starving, o qual consistia em troca no meio de cultura para DMEM
suplementado com redug¢do do soro de bezerro recém-nascido para 1% sem adigdo de
rosiglitasona e insulina por 12h.

As células foram incubadas com isoproterenol 1 uM por 24h em meio DMEM
para starving. Apds esse periodo o meio de cultura foi coletado para avaliagdo da

concentragdo de corticosterona.

3.8 Medidas de aldosterona e corticosterona

As concentragdes de aldosterona e corticosterona foram determinadas em
amostras de PVAT da aorta toracica dos animais CT e ISO tratados por 7 dias e de
corticosterona no meio de cultura de adipdcitos por kit de ELISA. O PVAT da aorta toracica
foi pesado ¢ 100 mg do tecido foi homogeneizado em solucdo gelada de tampao fosfato (PB;
em M: 0,1 Na,HPO4 e 0,1 NaH>PO4; pH= 7,4). Em seguida, a concentragdo de proteinas foi
quantificada utilizando reagente de Bradford. O kit de ELISA para determinagdao da
quantidade de aldosterona (kit ELISA Aldosterona, Cayman Chemical 501090) e
corticosterona (kit ELISA Corticosterona, Cayman Chemical 501320) foram utilizados
seguindo as instru¢des do fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL/mg de

proteina para o PVAT e em pg/mL para o meio de cultura de adipdcitos.

3.9 Medidas de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs)

Segmentos de aproximadamente 3 mm de comprimento de PVAT da aorta
tordcica de animais CT e ISO tratados por 7 dias in vivo e PVAT da cultura tecidual exposto
ao isoproterenol ou veiculo in situ foram imersos em meio de congelamento para crioprotecao
(Tissue-Tek® O.C.T compound 4583) e entdo congelados imediatamente e mantidos a -80°C

até o dia do experimento. Sec¢des (20 um) foram obtidas em criostato (-25°C) e coletadas em
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laminas tratadas com silanina. As laminas com os cortes foram colocadas em uma placa
quente a 37°C por 20 minutos para a fixa¢ao dos cortes na lamina.

A producdo de NO foi realizada pela analise da fluorescéncia ao 4,5 —
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) como previamente descrito (Victorio et al.,
2016a). Os cortes de PVAT foram incubados por 20 minutos com 100 pL de PB acrescido de
0,45 mM de CaCl, em camara umida a 37°C. As laminas foram entdo vertidas para retirada
do tampdo e uma nova incubagdo foi realizada com PB+CaCl, e DAF-2 (8 uM) por 30
minutos na cAmara umida a 37°C. Vale ressaltar que o PVAT apresentou autofluorescéncia
quanto excitado com o filtro de fluoresceina, entretanto, esta fluorescéncia foi considerada
desprezivel.

A avaliacdo da producdo de EROs foi realizada pela analise da fluorescéncia
derivada da oxidagdo da dihidroetidina (DHE) como previamente descrito (Victorio et al.,
2016a). A dihidroetidina permeia livremente pelas células e na presenga do anion superdxido
¢ oxidada a etidio, o qual se intercala ao DNA, emitindo uma fluorescéncia vermelha quando
¢ excitado em 488 nm e com um espectro de emissdo de 610 nm. Para este protocolo, as
seccoes de PVAT foram incubadas por 20 minutos com PB acrescido de é&cido
dietilenetriaminapentacético (DTPA 100 uM) em camara umida a 37°C. Apds essa incubagao,
as laminas eram vertidas para retirada da solu¢do de PB ¢ uma nova incubagao foi realizada
com PB+DTPA e DHE (2 uM) por 30 minutos em camara imida a 37°C. Alguns cortes de
aorta foram incubados com DHE acrescido de L-NAME (1 mM) para avaliar a producao de
EROs dependente da eNOS. Para verificar se a fluorescéncia do DHE era derivada da
producdo de anion superdxido, alguns cortes foram incubados com DHE na presenca de
MnTMPyP (25 uM; D’ Agostino et al., 2007), um mimético da superdxido dismutase (SOD).

As imagens foram captadas em microscopio 6tico equipado para deteccao de
fluorescéncia (Eclipse 801, Nikon, Japan), utilizando-se objetiva de 10X acoplada a uma
camera fotografica (DS-U3, Nikon). Para a fluorescéncia do DAF-2 foi utilizado filtro de
fluoresceina e para a fluorescéncia do DHE filtro de rodamina. A quantificagdo da
fluorescéncia foi realizada utilizando-se o software Image J 1.46p (NIH) com as imagens em
8-bit. Mediu-se a densidade integrada em 10 regides aleatorias de cada corte com area fixa, e

a média destes valores foi considerada a medida final de cada amostra analisada.
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3.10 Western-blot

3.10.1 Obtengdo do extrato proteico total

O PVAT da aorta toracica in vivo e in situ foi pulverizado em nitrogénio liquido
em um pildo de ago ¢ em seguida transferido para microtubo contendo tampao de lise RIPA
(Upstate, EUA), PMSF (1 mM), ortovanadato de sdédio (10 mM), fluoreto de sdédio (100 mM),
pirofosfato de sédio (10 mM) e coquetel de inibidor de protease (PIC, 2 pL/mL). O
homogenato foi centrifugado (2500 rpm, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante isolado. Em seguida
foi medida a concentrag@o de proteina em uma aliquota (1 pL) do extrato (Pierce BCA Protein
Assay kit, Rockford, IL, EUA). As amostras (75 pg de proteina total) foram adicionadas ao
tampao de Laemmli contendo ditiotreitol (DTT, 350 mM) e aquecidas a 100°C por 5 minutos

para redugdo e desnaturagdo das proteinas.

3.10.2 Obtencdo do extrato de membrana

A obtengdo das proteinas de membrana foi realizada de acordo com protocolo
publicado anteriormente (Davel et al., 2014). O PVAT da aorta toracica dos animais tratados
in vivo com isoproterenol foi pulverizado em nitrogénio liquido em pildo de ago e em seguida
transferido para microtubo contendo tampao de lise [em mM: 250 sacarose, 50 TRIS, 1
EDTA (pH =7,4) e PIC 2uL/mL a 4°C]. Em seguida o homogenato foi centrifugado a 10.000
g por 10 min a 4°C. Logo ap6s, o sobrenadante foi separado e centrifugado a 100.000 g por
60 min a 4°C. O pellet (fragdo microssomal) foi ressuspendido em tampao TRIS-EDTA (em
mM: 50 TRIS, 1 EDTA pH=7,4). O contetido de proteina foi quantificado pelo método de
Bradford (BioRad). As amostras (20 pg de proteina) foi adicionado tampdo de Laemmli
contendo DTT 0,1 M, e entdo as amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos para

redu¢do e desnaturagdo das proteinas.

3.10.3 Eletroforese, transferéncia e detec¢do de proteinas

As amostras obtidas nos protocolos 3.10.1 e 3.10.2 foram submetidas a

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5%; 10%; 12%) em sistema para mini
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blot (BioRad, Hercules, USA) contendo solucdo de corrida (Tris 24 mM; glicina 192 mM;
SDS 0,10%) durante aproximadamente 3 horas, a uma corrente constante de 80 Volts (Power
Pac 200, BioRad, Hercules, CA, EUA). Em um dos pogos do gel foi aplicado padrao de
proteinas marcadoras de peso molecular (Thermo Scientific, PageRulerTM Plus Prestained
Protein Ladder, 26619). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas
de PVDF (polivinil difluorida; Amersham, GE Health Care, U.K.) previamente ativadas por
20 segundos com metanol. Para a transferéncia, um sistema de sandwich foi preparado e
imersos em um moddulo de transferéncia (Mini-Protean II, BioRad, Hercules, CA, EUA)
contendo solucdo de transferéncia (Tris 25 mM; Glicina 190 mM; SDS 0,05% e Metanol
20%). O sistema foi submetido a uma corrente de 230 mA (Power Pac 200, BioRad, Hercules,
CA, EUA) por aproximadamente 14 horas.

Apds a transferéncia, as membranas foram coradas com solugdo Ponceau 1% por
3 minutos e em seguida escaneadas. A descoloragdo das membranas foi realizada com uma
sequéncia de lavagens iniciada com acido acético 1% (5 minutos) seguida por agua destilada
(5 minutos) e finalizando com solu¢do TBS-T (Tris-HCI 20 mM; NaCl 0,5 M e Tween 20
0,1%). Em seguida, as membranas foram incubadas por 90 minutos com uma solugdo de
bloqueio (leite desnatado 5%; Tris-HCl 10 mM; NaCl 100 mM e Tween-20 0,1%). Para a
deteccao das proteinas de interesse, as membranas contento as amostras de extrato proteico
total foram incubadas por 12 horas a 4°C sob agitagdao com anticorpo primdrio especifico para
UCP-1 (1:500), Src (1:1500), ™™!8p_Src (1:1000), ERK1/2 (1:1000), Thr202Tyr2045 FRK /2
(1:2000), TNF-a (1:500), IL-6 (1:500), CYP11B1 (1:500), CYP11B2 (1:500), 11 B-HSDI1
(1:500), 11 B-HSD2 (1:500) e PKA (1:500). As membranas contendo extrato de membrana
foram incubadas com anticorpo primario especifico para fi-AR (1:500), B2-AR (1:500) e Bs-
AR (1:500).

As membranas foram lavadas sucessivamente com solugao de lavagem (Tris-HCI
10 mM; NaCl 100 mM e Tween 20 0,1%) sob agitacdo. Posteriormente as lavagens, as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos (1:5000), sendo estes
diluidos em soluc¢ao de bloqueio e incubados por 90 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo. Apos esse periodo, realizaram-se sucessivas lavagens com solugdo de lavagem. As
proteinas de interesse foram detectadas por uma reagdo de quimiluminescéncia utilizando um
sistema de deteccdo (ECL™ normal ou Plus). Em seguida, as membranas foram colocadas em

um fotodocumentador (Alliance 6.7, UVITEC) para a revelagdo. As imagens foram salvas
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para posterior analise densitométrica. Apds deteccdo da expressdo das diferentes proteinas de
interesse, as membranas foram incubadas com soluc¢ao de limpeza (Tris-HCI 62,5 mM; SDS
2%; B-mercaptoetanol 100 mM) por 15 minutos a 50°C e lavadas por duas vezes com TBS-T
por 7 minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada com a solugdo de bloqueio e todo o
protocolo de incubagdo foi repetido com anticorpo primario para detec¢do de P-actina
(1:1000). A expressdo da [-actina ou a coloragdo ao Ponceau foram medidas para
normalizagdo da expressdo das proteinas quantificadas. A utilizagcdo desses controles se deve
a validacdo realizada em adipocitos de PVAT aodrtico com diferentes concentragdes de
proteina no qual se demonstrou que a expressdo da f-actina e a coloragdo ao Ponceau sio

sensiveis a variacao de concentragdo de proteina (ANEXO A).

3.11 Drogas

As drogas utilizadas foram da Sigma-Aldrich, exceto: DHE (D23107 Invitrogen),
MnTMPyP (Calbiochem), Laemmli (BioRad), ECL™ (GE Healthcare). Kits de ELISA e
rosiglitazona (Cayman Chemical Company). Anticorpos para o ensaio de Western blot: eNOS
(BD Bioscience). CYP11B2, CYP11Bl1 e Src (Millipore). ™¥™!®p-Src (Invitrogen). ERK1/2 e
Thr202/Tyr204y ERK1/2 (Cell Signaling). B-actina, os subtipos de B-AR, 11B-HSD1 e 2, UCP-1 e
PKA (Santa Cruz). IL-6 (Abcam). TNF-a (Biolegend). DMEM (Santa Cruz).

3.12 Expressao dos dados e analise estatistica
Os dados estao expressos como média £ EPM e analisados por teste ¢ de Student,

ANOVA 2-vias seguida de teste post-hoc Bonferroni utilizando-se o software GraphPad

Prism 5.0. Valor de p<0,05 foi considerado significante.
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4. RESULTADOS

Parte dos resultados obtidos com o desenvolvimento da presente tese de
doutorado foram publicados nos artigos Victorio et al. Hypertension 2016 (Victorio et al.
2016b; ANEXO B) e Victorio et al. Frontiers in Physiology 2016 (Victorio et al. 2016a;
ANEXO C). No presente texto de tese apresentamos dados inéditos nao publicados, a excecao

das figuras 3, 6a e 7.

4.1 O tratamento com isoproterenol induz hipertrofia cardiaca

A eficécia do tratamento com isoproterenol foi confirmada através da verificagdo
do indice de hipertrofia cardiaca, pela medida da razdo da massa ventricular/ massa corporal.
Apds os 7 dias de tratamento com isoproterenol, como esperado, os animais apresentaram
hipertrofia cardiaca, evidenciada pelo aumento de 26,4% da razdo massa ventricular/ massa
corporal comparado ao grupo controle (Tabela 1). A avaliagdo da massa corporal dos animais
ao longo dos 7 dias de tratamento com isoproterenol ndo apresentou diferencas quando
comparado ao grupo controle (CT =443 + 10 vs. ISO =424 + 9 g, P>0,05).

Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes nos
valores de pressdo venosa central, pressdo arterial média e nos parametros hemodinadmicos
dos ventriculos esquerdo e direito entre os grupos estudados (Tabela 1).

O tratamento com isoproterenol ndo foi capaz de alterar significativamente os
niveis plasmaticos de triglicérides e de colesterol total e nem a glicemia de jejum comparado

ao grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 1: indice de hipertrofia ventricular e parimetros hemodinimicos avaliados em ratos

controle (CT) e tratados por 7 dias com isoproterenol (ISO).

CT ISO
indice de hipertrofia ventricular
MV/MC (mg/g) 2,50+0,12 3,16 +0,12%
Jugular e VD
PVC (mmHg) -1,2+ 0,82 0,8+0,89
PS-VD (mmHg) 342+29 44,4 £ 10,7
PDf-VD (mmHg) 32+1,3 1,5+1,5
dP/dt+ (mmHg/s) 1070 + 83 1767 + 432
dP/dt- (mmHg/s) -830+ 178 -1565 + 389
Cardtida e VE
PAM (mmHg) 99+29 98 +2,6
PS-VE (mmHg) 145+3,3 150+ 3,1
PDf-VE (mmHg) 3,5+0,4 4,0+0,9
dP/dt+ (mmHg/s) 8684 + 567 10950 + 758
dP/dt- (mmHg/s) -5199 + 268 -5895 £ 264

MV: massa ventricular; MC: massa corporal; VD: ventriculo direito; PVC: pressao venosa

central; PS: pressdo sistolica; PDf: pressdao diastolica final; dP/dt+: derivada maxima de

pressao pelo tempo; dP/dt-: derivada minima de pressdao pelo tempo; PAM: pressao arterial

média; VE: ventriculo esquerdo. Dados expressos como média = EPM (n=4 por grupo). Teste

t de Student, P<0,05 *vs. CT.
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Tabela 2: Parametros bioquimicos avaliados em ratos controle (CT) e tratados por 7 dias com

isoproterenol (ISO).

CT ISO
Triglicérides plasmatico (mg/dL) 105,2+ 13,0 76,8 +12,,0
Colesterol plasmatico (mg/dL) 107,7+ 10,3 121,2+ 13,6
Glicemia de jejum (mg/dL) 84,0+ 4,4 76,7+4,2

Dados expressos como média = EPM (n=4-7 por grupo). Teste ¢ de Student, P>0,05.



40

4.2 O tratamento com isoproterenol in vivo reduziu a deposicao lipidica no

PVAT da aorta toracica

A andlise histologica do PVAT da aorta toracica e do tecido adiposo
supraespinhal demonstrou similaridades fenotipicas entre esses dois depodsitos de gordura
(Figura 4A). O tratamento in vivo por 7 dias com isoproterenol resultou em redugdo na
deposicao lipidica em ambos os tecidos (Figura 4A), independente de alteracdo na massa
tecidual do PVAT (CT= 7,0 £ 0,5 vs. ISO = 7,7 £ 0,5 mg/g massa corporal; P>0,05; n=8-10
por grupo) ou do tecido adiposo supraespinhal (CT= 1,0 = 0,05 vs. ISO = 1,1 £ 0,09 mg/g
massa corporal; P>0,05; n=8-9 por grupo). Adicionalmente, a expressao proteica da UCP-1
no PVAT da aorta toracica foi aumentada apds 7 dias de tratamento com isoproterenol,

quando comparado ao grupo controle (Figura 4B).
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CT

ISO

s | UCP-1 (33 kDa)

p-actina (43 kDa)

UCP-1/ B-actina

Figura 4. (A) Imagens histolégicas representativas de tecido adiposo perivascular (PVAT) de
aorta toracica e tecido adiposo supraespinhal (TAS) de animais controle (CT) e tratados com
isoproterenol (ISO) por 7 dias. As imagens foram capturadas em aumento de 40X. As setas
pretas indicam os depdsitos lipidicos. Escala = 50 um. (B) Expressao proteica da proteina
desacopladora tipo 1 (UCP-1) no PVAT de animais CT e ISO normalizada pela expressao da
B-actina. Dados expressos como média =+ EPM. O niimero de animais (n) utilizados esta

indicado dentro das barras. Teste ¢ de Student: *P<0,05 vs. CT.
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4.3 O efeito anticontratil do PVAT é perdido apés estimulacio cronica dos -

AR

A contratilidade de segmentos de aorta toracica foi avaliada na presenga e
auséncia de PVAT.

Como previamente publicado (Lohn et al., 2002), a resposta contratil a fenilefrina
em segmentos de aorta tordcica na presenga de PVAT foi menor quando comparada a
auséncia de PVAT no grupo controle quando avaliado a Rmsx € —Log ECso (Figura 5 e Tabela
3), indicando o papel anticontratil desse tecido. O tratamento in vivo com isoproterenol
causou aumento na contragdo induzida pela fenilefrina em segmentos sem PVAT comparado
ao grupo controle (Figura 5 e Tabela 3) com aumento de Rmsx mas sem alterar —Log ECso, € a
presenga de PVAT ndo foi capaz de alterar esses parametros no grupo ISO (Figura 5 e Tabela
3). Esse dado sugere uma perda do efeito anticontratil do PVAT da aorta tordcica dos animais

com hiperestimulagdo [-adrenérgica.
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Tabela 3 Reposta maxima (Rmsx) € logaritmo negativo das concentragdes do agonista que
produziram 50% do Rmax (-Log ECso) de contragdo induzida pela fenilefrina em anéis de aorta
toracica na presenca (+) e auséncia (-) de tecido adiposo perivascular (PVAT) de animais

tratados com veiculo (CT) ou com isoproterenol (ISO) por 7 dias.

CT 1SO
R, 40+0,5 7,24 0,5*
PVAT-
-Log EC,, 6,6+ 0,07 6,9+ 0,07
R, 2,0+04% 6,7+0,5%
PVAT+
-Log ECy, 54+0,7" 6,6+ 0,1%

Dados expressos como média £ EPM. ANOVA 2-vias P<0,05: # vs PVAT-; * vs CT.

O CT(n=8) ® ISO (n=8)
O CT+PVAT(n=6) M ISO +PVAT (n=7)
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Figura 5. Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta tordcica na
presenca ou auséncia de tecido adiposo perivascular (PVAT) de animais controle (CT) e
tratados com isoproterenol (ISO) por 7 dias. Dados expressos como média + EPM. O nlimero

de animais (n) utilizados est4 indicado entre parénteses. ANOVA 2-vias: P<0,05 * vs. ISO; *
vs. CT+PVAT.
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4.4 O tratamento com isoproterenol aumenta a expressio dos pB:-AR e da

fosforilacao da Src e ERK no PVAT da aorta toracica

A avaliagdo da expressdo dos trés subtipos de B-AR foi realizada na fracao
microssomal do PVAT da aorta toracica (Figura 6 A-C). O tratamento com isoproterenol in
vivo por 7 dias resultou na redugdo da expressdo do subtipo Bi-AR (Figura 6A), enquanto que
aumentou a expressdo do subtipo PB2-AR (Figura 6B), sem alterar a expressdo do subtipo P3-
AR (Figura 6C), em comparacao ao grupo CT.

A expressdo da PKAa catalitica foi reduzida (Figura 6D), enquanto que a
fosforilagdo das proteinas Src (Figura 6D) e ERK1/2 (Figura 6E) foram aumentadas apds
estimulagdo cronica in vivo dos receptores f-AR em comparagdo ao grupo CT. A expressdo

total de Src e de ERK1/2 nao foram significativamente diferentes entre os grupos.
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Figura 6. Expressdo proteica dos receptores Bi-(A), B2-(B) e B3-(C) adrenérgicos (AR) em
fragdo microssomal de membrana, com respectivos controles positivos (C+: coragdo para Bi-
AR; musculo séleo para B>-AR; tecido adiposo supraespinhal para B3-AR), e expressao de
PKA (D) e fosforilagao (p) da Src (E) e ERK1/2 (F) em extrato proteico total de tecido
adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica de animais controle (CT) e tratados com
isoproterenol (ISO) por 7 dias. A expressdo dos B-AR foi normalizada pela coloragdo das
bandas ao Ponceau, as proteinas fosforiladas pela expressao total da proteina correspondente e
a PKA pela expressdo da B-actina. Dados expressos como média = EPM. O nimero de

animais (n) utilizados encontra-se dentro das barras. Teste ¢ de Student: *P<0,05 vs. CT.
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4.5 A estimulagio cronica dos f-AR aumenta a expressao de interleucina-6

A avaliacdo da expressdo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 ¢ TNF-a no PVAT
da aorta toracica foi realizada. O tratamento in vivo com isoproterenol por 7 dias resultou no
aumento da expressdo proteica da IL-6 (Figura 7A) sem alteragdo da expressao do TNF-a

(Figura 7B) comparado ao grupo CT.
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Figura 7. Expressao proteica da interleucina (IL)-6 (A) e do fator de necrose tumoral (TNF)-
a (B) no tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica de animais controle (CT) e
tratados com isoproterenol (ISO) por 7 dias. A expressdo das proteinas foi normalizada pela
expressdo da f-actina. Dados expressos como média + EPM. O nimero de animais (n)

utilizados encontra-se dentro das barras. Teste ¢ de Student: *P<0,05 vs. CT.
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4.6 O tratamento cronico in vivo com isoproterenol reduz a producio de NO

e aumenta EROs via desacoplamento da eNOS no PVAT

O tratamento com isoproterenol in vivo reduziu em 27% a fluorescéncia ao DAF-
2, demonstrando reducdo na producdo de NO no PVAT da aorta toracica (Figura 8A)
comparado ao grupo CT.

A produgdo de EROs foi aumentada em 25% apos estimulagdo cronica dos B-AR
no PVAT da aorta toracica (Figura 8B) quando comparada ao grupo CT. A incubagdo prévia
do PVAT com L-NAME aboliu a diferenga entre os grupos (Figura 8B), sugerindo a
participacdo da eNOS na geragdo de estresse oxidativo no PVAT apds estimulacdo B-AR. A
incubagdo com o mimético da SOD MnTMPyP reduziu a fluorescéncia nos cortes de PVAT
tanto do grupo ISO quanto do grupo CT (Figura 8B), indicando que o anion superdxido foi a

principal ERO detectada por esta metodologia no PVAT.
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Figura 8. Imagens representativas (painel da esquerda) e quantificagdo (painel da direita) da
producdo de 6xido nitrico avaliada pela fluorescéncia a diaminofluoresceina (DAF-2) (A) e de
espécies reativas de oxigénio avaliada pela fluorescéncia a dihidroetidina (DHE) (B) em
tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica de animais controle (CT) e tratados com
isoproterenol (ISO) por 7 dias. Alguns cortes de PVAT foram incubados com L-NAME (1
mM) ou MnTMPyP (25 uM) na presenca de DHE. Escala= 50 um. Dados expressos como
média + EPM. O niimero de animais (n) utilizados encontra-se dentro das barras. Teste ¢ de

Student (DAF) e ANOVA 2-vias (DHE): *P<0,05 vs. CT; * P<0,05 vs. ISO sem L-NAME.
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4.7 A hiperativacio p-AR aumenta o conteudo de corticosterona no PVAT

aortico associado ao aumento da expressdo da enzima 11p-HSD1

O tratamento com isoproterenol in vivo por 7 dias ndo modificou a concentracao
de aldosterona no PVAT comparado ao grupo CT (Figura 9A), ao passo que aumentou a
concentragdo de corticosterona neste tecido (Figura 9B). Os niveis plasmaticos desses
hormonios nao foram alterados pelo tratamento com isoproterenol (Victorio et al., 2016b).

Em seguida avaliamos os componentes do metabolismo de esteroides pela
expressdo proteica da aldosterona sintase (CYP11B2) e da corticosterona sintase 11[-
hidroxilase (CYP11B1) no PVAT, enzimas chaves para etapa final de sintese de aldosterona e
corticosterona, respectivamente. Ademais, avaliamos a expressio da enzima 11f-
hidroxiesteroide dehidrogenase 1 (11B-HSD1) a qual converte metabdlitos 11-dehidro
inativos em glicocorticoides ativos e a enzima 11B-hidroxiesterdide dehidrogenase 2 (11pB-
HSD2) a qual oxida corticosterona ativa em metabolitos inativos, prevenindo a ativagdo do
MR por glicocorticoides.

O tratamento com o isoproterenol aumentou a expressao proteica da enzima 11p-
HSDI1 (Figura 9C), sem alterar a expressdo das enzimas 11B-HSD2 (Figura 9D), CYP11Bl1
(Figura 9E) e CYP11B2 (Figura 9F) em comparacao ao grupo CT.
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Figura 9. Concentracdo de aldosterona (A) e corticosterona (B) em tecido adiposo
perivascular (PVAT) da aorta toracica de animais controle (CT) e tratados com isoproterenol
(ISO) por 7 dias. Expressao proteica das enzimas 113-HSD1 (C), 113-HSD2 (D), CYP11BI
(E) e CYPI1B2 (F) no PVAT de animais CT e ISO. A expressao das proteinas foi
normalizada pela expressdo da B-actina. Dados expressos como média + EPM. O numero de

animais (n) utilizados encontra-se dentro das barras. Teste ¢ de Student: *P<0,05 vs. CT.
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4.8 O balanco entre NO e EROs induzido pela estimulacio p-AR no PVAT

ocorre de modo dependente do tempo e independente de fatores circulantes

A fim de avaliar se as alteracdes observadas no PVAT de animais tratados por 7
dias com isoproterenol eram independentes de alteracdes sist€émicas induzidas pela
estimulagdo B-adrenérgica, expomos o PVAT de animais controle in situ a 1 pM de
isoproterenol por diferentes tempos e analisamos a produ¢do de NO e EROs por esse tecido
em cada tempo estudado.

A exposi¢do in situ ao isoproterenol por 15 min ndo alterou a produgdo de NO
quando comparado ao grupo veiculo (Figura 10A, E), enquanto que ap6s 6h houve um
aumento do NO em resposta a estimulagdo B-adrenérgica no PVAT (Figura 10B, E). Ja a
exposicao mais prolongada ao isoproterenol, por 12h (Figura 10C, E) e 24h (Figura 10D, E),
causou reduc¢do dos niveis de NO.

A avaliacdo da producdo de EROs frente a estimula¢do tempo-dependente dos [3-
AR nao apresentou diferenga em comparagdo a situagao veiculo nos tempos 15 min (Figura
11A, E), 6h (Figura 11B, E) e 12h (Figura 11C, E). A exposi¢dao por 24h ao isoproterenol
resultou em aumento de EROs (Figura 11D, E).

Cortes de PVAT veiculo e isoproterenol 24h foram incubados com L-NAME,
inibidor da NOS, para avaliagdo da geragdo de EROs derivada desta enzima. A incubagao
com L-NAME aboliu a diferenca na florescéncia ao DHE entre os dois grupos (Figura 12).
Em conjunto os dados sugerem que a estimulagdo B-AR in situ ¢ capaz de gerar estresse
oxidativo associado ao desacoplamento da eNOS similar ao observado pelo tratamento
cronico com isoproterenol in vivo (Figura 8B).

Vale ressaltar que identificamos que a produgcdao de NO e EROs basal nao sofre
mterferéncia do ritmo circadiano da corticosterona, avaliado em animais eutanasiados entre
18-20h (ANEXO D). Mesmo assim, optamos pela andlise de dados provenientes de animais
eutanasiados entre 11-12h para descartar as oscilagdes do ritmo circadiano sobre a avaliagao

das proteinas que regulam a sintese de corticosterona.
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Figura 10. Avaliacao da producao de NO pela fluorescéncia a diaminofluoreceina (DAF-2)
no tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica em resposta a exposi¢ao in situ com
isoproterenol (ISO; 1 uM) ou veiculo por 15 min (A), 6 h (B), 12h (C) e 24h (D). As barras
representam média £ EPM. O nimero (n) de animais estd indicado dentro das barras. Teste ¢
de Student: *P<0,05 vs. veiculo. Imagens representativas da fluorescéncia ao DAF-2 (10X)

estdo apresentadas em E. Barra branca= 50 pm.
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Figura 11. Avaliagdo da producdo de espécies reativas do oxigénio pela fluorescéncia a
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dihidroetidina (DHE) no tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta toracica em resposta a
exposi¢ao in situ com isoproterenol (ISO; 1 uM) ou veiculo por 15 min (A), 6 h (B), 12h (C)
e 24h (D). As barras representam média + EPM. O nimero (n) de animais estd indicado
dentro das barras. Teste # de Student: *P<0,05 vs. veiculo. Imagens representativas de DHE

(10X) estao apresentadas em E. Barra branca= 50 pum.
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Figura 12. Avaliagdao da producdao de espécies reativas do oxigénio pela fluorescéncia a
dihidroetidina (DHE, barra branca= 50 pm) basal ou com L-NAME em tecido adiposo
perivascular (PVAT) da aorta toracica em resposta a exposicdo in situ com veiculo ou
isoproterenol (ISO; 1 uM) por 24h. A quantificacdo encontra-se no painel superior e imagens
representativas sao apresentadas no painel inferior. As barras representam média + EPM. O

nimero (n) de animais est4 indicado dentro das barras. ANOV A 2-vias: *P<0,05.
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4.9 A estimulacio prolongada dos f-AR aumenta a expressio da enzima 11p-

HSD1 e da UCP-1 no PVAT aortico

A expressao proteica das enzimas 11B-HSD1, CYP11B1, 118-HSD2 e CYP11B2
e de UCP-1 foi avaliada frente a estimulagdo tempo-dependente com isoproterenol in situ no
PVAT, a fim de avaliar se a estimula¢dao prolongada in situ ¢ equivalente ao tratamento in
vivo quanto a modulagdo da expressao dessas proteinas.

O estimulo por 15 min e 6h ndo altera a expressdo da enzima 11B-HSDI,
enquanto que apos 12h houve reducdo da expressdo da enzima (Figura 13A) comparada ao
veiculo. A estimulagdo B-AR com isoproterenol prolongada por 24h aumentou a expressao da
enzima 11B-HSD1 (Figura 13A). A expressdo proteica da enzima CYPI1BI1 apresentou
aumento com 15min de incubagdo com isoproterenol seguida de redugdo com 6h de
incubagdo, ndo apresentando alteragdo com 12h e 24h de incubagdo em relagdo ao veiculo
(Figura 13B). Observamos redug@o da expressdo da enzima 11B-HSD2 com estimulagdo dos
B-AR por 15 min, o que nao foi mais observado para os tempos 6h, 12h e 24h, comparado ao
veiculo (Figura 13C). A expressao da enzima CYP11B2 ndo apresentou alteragdao entre as
condic¢des estudadas nos diferentes tempos avaliados (Figura 13D).

A estimulacdo B-AR com isoproterenol por 24h aumentou a expressao proteica de
UCP-1, a qual nao foi alterado pela estimulacdao por 15 min, 6h e 12h, comparada ao veiculo

(Figura 14).



>

3 Veiculo Il ISO
- %
15 *
=
§ %
g 1.0 l T = T
=
a2
7
= 0.5
a
5 7 5 6
0.0 ‘
15 min 6h 12 h 24 h

DRI [ g - —

» 0‘4 .
o i iy e
(= ..

-

Ponceau

C
201 3 Veiculo Hl 1SO
=
]
S 1.51
5 %
A —
S 1.04
7
=
. (.54
—
—
3 4 3 4
0.0 '
15 min 6h 12 h 24 h
tipse [ . )
-

-
‘_!l..-- -

> —— o ay ap—

EX. I Lo
-3 3-8

Ponceau

57

B 3 Veiculo Em 1SO
2.0 &
|
=
=
8 1.54
g %
A —
= 1.0
=]
—
=
> 0.54
O
3 3 3 4
0.0 ‘
15 min 6h 12 h 24 h
:?2“;][)]3] —_— .’ T e e ——
Ponceau
D
2.0- 1 Veiculo Il 1SO
=
]
S 1.5
=
(=)
=
& 1.0
[-=)
—
=
> 0.5
@}
4 3 3 3
0.0 ‘
15 min 6h 12 h 24 h
CYP11B2 - o p-

(48 kDa)

Ponceau

Figura 13. Expressao proteica das enzimas 113-HSD1 (A), CYP11BI1 (B), 11B-HSD2 (C) e
CYPI1B2 (D) em tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta toracica incubado com

isoproterenol (I uM) ou veiculo por 15 min, 6h, 12h e 24h. A expressdo da proteina foi

normalizada pela coloragdo da membrana ao Ponceau. Dados estdo expressos como média =+

EPM. O niimero de animais (n) esta expresso dentro das barras. Teste ¢ de Student; *P<0,05.



58

1 Veiculo Bl 1SO
47 %
]
Z 3-
8
=
o
= 2-
i
o
= 17
0- ‘
15 min 6h 12 h 24 h
UCP-1 |
(33 kDa)
Ponceau |

Figura 14. Expressio da proteina desacopladora tipo 1 (UCP-1) em tecido adiposo
perivascular (PVAT) da aorta toracica incubado in situ com isoproterenol (1 pM) ou veiculo
por 15 min, 6h, 12h e 24h. A expressdo da proteina foi normalizada pela coloragcdo da
membrana ao Ponceau. Dados estao expressos como média £ EPM. O nimero de animais (n)

esta expresso dentro das barras. Teste ¢ de Student; *P<0,05.
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4.10 Adipocitos do PVAT da aorta toracica secretam mais corticosterona em

resposta a estimulagio B-adrenérgica

O PVAT ¢ composto por diferentes tipos celulares, incluindo adipocitos,
fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune (Szasz et al., 2013). Para
identificar se os adipocitos seriam os responsaveis pelo aumento de secre¢ao de corticosterona
em resposta a estimulagdo p-adrenérgica no PVAT, foi realizada cultura primaria de
adipécitos provenientes do PVAT aodrtico na presenga ou auséncia do agonista B-AR
isoproterenol.

A incubagdo dos adipdcitos com isoproterenol 1 uM por 24 horas resultou no
aumento de 56% na concentragdo de corticosterona avaliada no meio de cultura comparada ao

veiculo (Figura 15).
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Figura 15. Concentracao de corticosterona no meio de cultura primaria de adipdcitos
provenientes do tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica incubados com
isoproterenol (1 uM) ou veiculo por 24h. Os resultados estdo apresentados como média =+
EPM (3 experimentos, sendo cada amostra referente a um pool de PVAT de 2 ratos). Teste ¢

de Student; *P<0,05 vs. Veiculo.
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5 DISCUSSAO

Apesar da ativagdo dos P-AR em depdsitos lipidicos classicos ter sido
amplamente estudada nas ultimas décadas, o papel da estimulacdo B-adrenérgica no PVAT e
sua contribui¢do para a fisiologia vascular e para a fisiopatologia de doengas cardiovasculares
sdo menos compreendidos. Neste estudo, primeiramente, abordamos o papel da estimulagdo
cronica dos B-AR in vivo no PVAT adrtico via tratamento cronico com isoproterenol, e
demonstramos: 1) perda do efeito anticontratil do PVAT, 2) redu¢do da biodisponibilidade de
NO, 3) estresse oxidativo, 4) ativagdo da via f2-AR/Src/ERK, 5) aumento de IL-6 e UCP-1, ¢
6) aumento de corticosterona tecidual com maior expressdo da enzima 11B-HSD1. Para maior
compreensdo do papel dos B-AR no PVAT investigamos o efeito tempo-dependente da
ativagdo dos B-AR in situ no PVAT, o qual revelou que a estimulagdo dos B-AR por curto
prazo aumenta a produg¢do de NO, enquanto que por periodos mais prologados aumenta a
expressao da enzima 11B-HSD1, EROs via desacoplamento da eNOS e reducdo da
biodisponibilidade de NO. O sumario dos resultados obtidos esta esquematizado na Figura 16.
Ademais demonstramos que a estimulagdo [-adrenérgica aumenta a secre¢ao de
corticosterona em cultura de adipécitos provenientes do PVAT. Em conjunto os dados
revelam pela primeira vez o papel da estimulagdo dos B-AR no balango redox e perfil

secretorio do PVAT, de maneira independente de fatores circulantes.

Curto prazo (6h) Longo prazo {24h)
1 no L
t EROs da eNOS
Efeito anticontratil t 11p-HSD1
EROs NO
EROs; T

“a— NO corticosterona_-

Figura 16. Esquema demonstrando os efeitos da ativagao a curto (6h) e longo (24h) prazo dos
receptores B-adrenérgicos no tecido adiposo perivascular (PVAT). NO: 6xido nitrico; EROs:
espécies reativas de oxigénio; eNOS: oxido nitrico sintase isoforma endotelial, 113-HSD1:

11B- hidroxiesteroide dehidrogenase 1.
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O modelo de hiperativagdo dos B-AR induzido pelo tratamento por 7 dias com
isoproterenol 0,3 mg/kg/dia ¢ um modelo estabelecido de hipertrofia cardiaca (Taylor &
Tang, 1984). Como ja descrito anteriormente pelo nosso grupo (Davel et al., 2006; 2015) e
outros pesquisadores (Kim et al., 2012), nesse modelo experimental observa-se hipertrofia
ventricular direita e esquerda, mas sem alteracdo significativa de parametros hemodinamicos.
Ademais nesse modelo, ndo observamos alteragdes significativas na glicemia de jejum e no
conteudo plasmatico de triglicérides e colesterol total. Recentemente foi demonstrado que o
tratamento com isoproterenol, mesmo por maior periodo (14 dias) e dose (1 mg/kg/dia), nao
altera os niveis glicémicos de ratos (Ikeda et al., 2016).

O PVAT da aorta toracica apresenta caracteristicas fenotipicas similares ao tecido
adiposo subescapular (Padilla et al., 2013) sendo composto em sua maior parte por adipdcitos
multiloculares (Watts et al., 2011), e nossos dados vao ao encontro desses achados. Apesar da
similaridade fenotipica entre 0 PVAT da aorta toracica e o tecido adiposo subescapular, estes
tecidos ndo apresentam a mesma origem embrionaria (Contreras et al.,, 2016). O PVAT da
aorta toracica nao expressa o gene Zicl(Contreras et al., 2016), recentemente validado como
marcador de adipdcitos em depositos de tecido adiposo marrom (de Jong et al. 2015), mas sim
maior transcricdo do marcador adipogénico Cebpa do que o tecido adiposo subescapular,
sendo a expressdo do gene Ucpl similar entre os dois depodsitos lipidicos (Contreras et al.,
2016). Esses estudos ressaltam a importancia de se estudar as alteragdes especificas no PVAT
em resposta a diferentes estimulos e fatores de risco metabdlico e cardiovascular, uma vez que
os dados em depositos de tecido adiposo classicos podem ndo refletir o que acontece
funcionalmente no PVAT.

Sabe-se de longa data que a hiperatividade simpatica induzida pelo frio ou a
administracao cronica de agonistas de [B-AR causam hiperplasia do tecido adiposo
subescapular ¢ aumentam a expressio da UCP-1, estimulando assim a termogénese
(Tsukazaki et al., 1995). Estamos apresentando pela primeira vez que o tratamento cronico in
vivo com agonista 3-AR isoproterenol reduziu a deposi¢ado lipidica no PVAT da aorta torécica
de ratos, o que também foi observado no tecido adiposo marrom supraespinhal desses
animais, mantendo-se a similaridade fenotipica entre ambos. Cabe ressaltar que ndo houve
alteracdo do peso corporal ou da massa total de PVAT da aorta toracica e do tecido adiposo
supraespinhal entre os grupos estudados. A menor deposi¢do lipidica no PVAT da aorta

toracica do grupo isoproterenol foi associada a maior expressdo proteica da UCP-1, o que
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sugere um aumento da propor¢do de adipdcitos termogénicos do tipo marrom e/ou bege
(adipocitos do tipo branco que se diferenciam em marrom) neste tecido, demonstrando que o
isoproterenol ativa o browning no PVAT adrtico. Recentemente foi descrito o processo de
browning no PVAT de artéria mesentérica de animais tratados com o agonista f3-AR CL
316,243 (1 mg/kg/dia) por 7 dias (Friederich-Persson et al., 2017). O PVAT desses animais
apresentou maior expressdo do gene UCP-1 e de genes especificos que determinam tecido
adiposo bege, o TMEM-26, Tbxl ¢ CD137 (Friederich-Persson et al., 2017). Porém vale
ressaltar que o processo de browning em doengas cardiovasculares pode ndo ser benéfico.
Recentemente, foi demonstrado que o browning no tecido adiposo branco ¢ o aumento dos
depositos de tecido adiposo marrom em camundongos com HFpEF ndo obesos resultou na
dificuldade desses animais em manter o controle adequado da temperatura quando expostos
ao frio, sugerindo disfun¢do do tecido adiposo subescapular (Valero-Muioz et al., 2016).
Ainda esses autores observaram maior infiltrado de neutrofilos no tecido adiposo epididimal,
indicando que a ativacao do browning pode ser inadequada na HFpEF, e assim contribuir para
a patogénese da doenca (Valero-Muiioz et al., 2016). Esses efeitos ndo foram associados a
ativacdo da via classica B3-AR/PKA, sugerindo que os efeitos inadequados do browning em
modelos experimentais que ndo estdo associados a obesidade podem estar associados a
ativagdo de outras vias de sinalizagdo.

A descoberta que os receptores P3-AR estdo amplamente expressos no tecido
adiposo marrom e branco (Emorine et al., 1989) e tem papel central no aumento da atividade
da UCP-1 e reducao dos depositos de tecido adiposo branco (Himms-Hagen et al., 2000)
justificam a maioria dos trabalhos que avaliam os efeitos da estimulagcdo aguda e/ou cronica
dos B3-AR com uso do agonista seletivo CL 316,243 (Himms-Hagen et al., 2000; Ferrand et
al., 2006). Apesar do subtipo B3-AR ser o subtipo dos B-AR mais importante para ativagcdo da
UCP-1, os subtipos Bi-AR e P2-AR também contribuem para este efeito no tecido adiposo
marrom (Puigserver et al., 1996), sendo que o Bi-AR ¢ essencial para termogénese induzida
pelo frio ou pela dieta, uma vez que animais knockout (KO) para o Pi-AR (Bi-ARKO)
desenvolvem hipotermia (Ueta et al., 2012).

A sinalizagao B-AR ¢ classicamente associada ao aumento dos niveis de AMPc e
ativacdo da PKA. Porém, sabe-se que o subtipo P-AR pode levar a ativagdo de vias
alternativas, com ativacdo de Ras/Src/MAPKs (Daaka et al., 1997). Ja foi demonstrado que a

estimulagdo de adipdcitos marrom com noradrenalina ou isoproterenol aumentam a atividade
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da MAPK ERKI1/2, por um mecanismo independente de AMPc/PKA (Valladares et al,
2000). No presente estudo, observamos um aumento da expressdo de 2-AR e da fosforilagdo
de Src e de ERK1/2 no PVAT da aorta tordcica em resposta ao tratamento in vivo por 7 dias
com isoproterenol, sem alteracdo da expressdo de B3-AR e com down-regulation do Bi1-AR e
da subunidade catalitica da PKA. Esses dados sugerem ativacdo da via de sinalizagdo -
AR/Src/ERK no PVAT da aorta toracica em resposta ao estimulo B-adrenérgico prolongado.
Estes dados estdo de acordo com o previamente publicado por nosso grupo de pesquisa
(Davel et al., 2014) e por outros (Perez-Aso et al., 2014), em que a estimulacio >-AR medeia
a ativacdo da via Src/ERK nas células vasculares da aorta, e pela primeira vez indica um
possivel papel da sinalizagdo >-AR no PVAT.

Uma caracteristica da insuficiéncia cardiaca sdo as alteragdes moleculares da via
de sinalizagdo dos B-AR no coragdo, destacando-se a sinalizacdo Bi-AR seguida por down-
regulation ¢ desacoplamento desses receptores da proteina Gs, com prejuizo da cascata de
sinalizagdo AMPc/PKA (Engelhardt et al., 1996; Triposkiadis et al., 2009), e assim, o uso de
antagonistas seletivos para o Pi-AR tem conhecida relevancia clinica no tratamento de
pacientes com insuficiéncia cardiaca (Bristow, 2011). O papel dos B2-AR e 3-AR sdao menos
esclarecidos na insuficiéncia cardiaca, porém, foi demonstrado que os niveis de P.-AR na
insuficiéncia cardiaca ndo estdo alterados (Bristow et al., 1986). Ademais, enquanto que um
aumento em 5 vezes da expressdo de Bi-AR ¢ capaz de causar uma cardiomiopatia, 0 mesmo
efeito ¢ alcangado apenas com uma superexpressao em torno 100-350 vezes dos P>-AR
(Engelhardt et al., 1999; Liggett et al., 2000), o que reflete a importancia da sinalizagdo i1-AR
no tecido cardiaco. Porém, em outros tecidos, a importancia relativa dos subtipos f-AR em
situacoes de hiperativacdo adrenérgica pode ser diferente do observado para o coragdo.
Similar ao observado no tecido cardiaco, no presente estudo houve down-regulation de Bi-AR
no PVAT induzida pela hiperestimulacdao adrenérgica. Entretanto, observou-se um aumento
da expressdo de >-AR no PVAT. Uma limitagdao do presente estudo ¢ que nao foi avaliado se
o aumento da expressdo do P>-AR e/ou a reducdo de PBi-AR no PVAT ¢ o mecanismo
responsavel pelas alteragdes induzidas pelo isoproterenol nesse depdsito de tecido adiposo.
Para tal esclarecimento, experimentos utilizando animais KO para Bi-AR e/ou B2-AR ou o
silenciamento destes receptores nos adipocitos do PVAT sdo necessarios.

Estudos prévios demonstraram que o papel anticontratii do PVAT em aorta

toracica pode estar prejudicado em doengas cardiovasculares que cursam com hiperatividade
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simpatica como na sindrome metabolica (Marchesi et al., 2009) e na hipertensdo arterial
(Galvez-Prieto et al., 2012). Desse modo, avaliamos se a hiperativagdo B-AR induzida pelo
tratamento com isoproterenol in vivo modula a funcdo anticontratil do PVAT. Observamos
que o tratamento cronico com isoproterenol resultou na perda do efeito anticontratil do PVAT
da aorta toracica, demonstrando que a ativagdo prolongada dos f-AR cursa com reducio da
liberagdo de fatores relaxantes ou aumento de fatores contrateis pelo PVAT. Por outro lado, o
tratamento por 7 dias com o agonista 33-AR CL 316,243 aumenta o efeito anticontratil do
PVAT de artéria mesentérica, com maior produgdo de peroxido de hidrogénio nesse tecido e
ativagdo da PKG-1la nas células de musculo liso vascular (Friederic-Persson et al., 2017).
Sabe-se que a ativagdo dos B3-AR em PVAT de artéria mesentérica esta associada a liberagao
de adiponectina (Weston et al.,, 2013), de modo que, neste local, a hiperativagdo dos
receptores B3-AR pode levar a maior produ¢do ADRF resultando assim na potencializa¢do do
efeito anticontratil do PVAT. Cabe ressaltar que esses autores investigaram o PVAT da artéria
mesentérica, tecido fenotipicamente e funcionalmente diferente do PVAT aortico, e até onde
sabemos, ndo ha dados na literatura que avaliem a resposta anticontratil do PVAT da aorta
tordcica de animais tratados cronicamente com agonistas dos B3-AR ou submetidos ao frio.
Assim, esses dados reforgam a necessidade de estudos da hiperativa¢do P-adrenérgica nos
diferentes depositos de PVAT e possiveis interferéncias na fun¢ao vascular.

Os adipocitos presentes no PVAT liberam citocinas pré-inflamatoérias como TNF-
a, IL-1B e IL-6 em situagdes patologicas (Szasz et al., 2013), e podem estar associados a
disfungdo vascular mediada pelo PVAT. A estimulagdo adrenérgica de adipdcitos marrons
com norepinefrina ou exposi¢do ao frio resulta no aumento da expressdo de IL-6 em
adipocitos marrom e no tecido adiposo inguinal (Burysek & Houstek, 1997; Knudsen et al.,
2014). Em somatoria, trabalho prévio de nosso grupo de pesquisa demonstrou que o
tratamento in vivo com isoproterenol resultou no aumento da expressdo génica e proteica de
IL-1B e IL-6 sem alteracio de TNF-o em aorta de ratos (Davel et al., 2008). De maneira
analoga, no presente estudo demonstramos que ha aumento da expressao proteica da citocina
IL-6, sem alteracdo de TNF-a, no PVAT adrtico de animais tratados com isoproterenol. A IL-
6 tem sido descrita como fator importante para regulagao da expressao de UCP-1, uma vez
que esta citocina pode aumentar a expressao génica de UCP-1 em tecido adiposo subcutaneo,
e animais IL-6KO quando expostos ao frio apresentam redugdo da expressdo proteica de

UCP-1 (Knudsen et al., 2014). Em somatoria, a incubagdo com TNF-a e IL-6, mas ndo com
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IL-1B, resulta na perda do efeito anticontratil do PVAT de artéria mesentérica, e esse efeito é
revertido apos incubacdo com anticorpos para inibicdo das citocinas ou com superdxido
dismutase e catalase, sugerindo que a IL-6 pode contribuir para a disfungdo do PVAT via
producao de EROs (Greenstein et al., 2009). Assim, nossos dados sugerem que o aumento de
IL-6 no PVAT de animais com hiperativagdo dos B-AR contribuem para um processo pro-
inflamatoério tecidual, e este pode ser um dos fatores associados ao efeito browning, estresse
oxidativo e a reducdo do efeito anticontratil do PVAT desses animais.

Sabe-se que ativacdo aguda dos B-AR estimula a producdo de NO pela eNOS nas
células endoteliais (Ferro et al., 1999; Queen et al., 2006), enquanto que a estimulacio
prolongada dos B-AR pode levar ao desacoplamento da eNOS no endotélio e assim contribuir
para a menor biodisponibilidade do NO derivado do endotélio em doencas cardiovasculares
(Davel et al., 2011; 2014; Victorio et al., 2016b). Recentemente foi descrito por nosso grupo
de pesquisa e por outros autores que o PVAT da aorta toracica expressa eNOS e produz NO
(Araujo et al., 2015; Xia et al., 2016; Victorio et al. 2016a). Porém, se a estimulagdo B-AR
poderia modular a producao de NO pelo PVAT ainda nao era conhecido. No presente estudo
demonstramos pela primeira vez que a estimulacdo cronica dos receptores B-AR pode
modular a produgdo/biodisponibilidade de NO também no PVAT. A observagao in situ desta
sinalizagdo demonstrou que, a curto prazo, a estimulagdo com isoproterenol resulta em
aumento da producao de NO, o que esta de acordo com dados prévios que demonstram que a
estimulacdo aguda dos B-AR esté associada a liberacdo de NO em células endoteliais (Ferro et
al.,, 1999; Queen et al., 2006) e outros ADRFs como adiponectina (Weston et al., 2013).
Porém, de acordo com o observado in vivo, a incubagao prolongada in situ com isoproterenol
resulta em desacoplamento da eNOS, geragdao de estresse oxidativo e redugdo dos niveis de
NO no PVAT, sugerindo um efeito direto da estimulagdo dos B-AR neste tecido. Esses dados
revelam uma nova via de controle do tonus vascular exercida pelo PVAT em resposta a
catecolaminas.

Estresse oxidativo associado a reduc¢ao da producdo e biodisponibilidade de NO ¢
um dos principais fatores envolvidos no distarbio da fungdo vascular frente a diferentes
doencas cardiovasculares. Neste cenario, destaca-se o papel do desacoplamento da eNOS
como importante mecanismo envolvido na patogénese da doenca vascular periférica (Li et al.,
2014). No presente estudo avaliamos a produ¢do de EROs sensivel ao L-NAME (inibidor da
NOS) no PVAT. Este método foi validado e tem sido utilizado para avaliar a produgdo de
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EROs derivada da eNOS desacoplada (Antoniades et al., 2006; 2009). Observou-se aumento
de anion superdxido no PVAT do grupo tratado com isoproterenol tanto in vivo quanto in situ
apos estimulagdo por 24h dos B-AR quando comparado ao grupo controle, sendo que a
incubagdo com L-NAME aboliu a diferenga entre os grupos tanto in vivo quanto in situ. Em
conjunto, esses dados sugerem que a eNOS encontra-se desacoplada no PVAT apos
tratamento cronico com isoproterenol, o que aumenta a producdo de anion superdxido neste
tecido resultando na reducao da producao e biodisponibilidade de NO, e esse mecanismo pode
estar envolvido no aumento da contracdo a fenilefrina da aorta. Vale ressaltar, que o estresse
oxidativo observado no PVAT em resposta a estimulagdo P-adrenérgica poderia ser gerado
por outras fontes geradoras de EROs, como a NADPH oxidase (Nox). Dados prévios sugerem
que ndo ha envolvimento da Nox2 na geragdo de estresse oxidativo na aorta (Davel et al.,
2014) ou no coragdo (Grune et al., 2018) de animais tratados com isoproterenol. Entretanto,
esses dados sdo controversos, uma vez que outros autores sugerem que a hiperativagio dos -
AR pode induzir estresse oxidativo via ativa¢do do complexo da NADPH oxidase em ambos
os tecidos (Cheng et al., 2009; Xu et al., 2008).

Recentemente, demonstramos que o aumento da contragdo a fenilefrina,
desacoplamento da eNOS e producdo de EROs em aorta toracica induzidos pelo tratamento
cronico com isoproterenol sdo prevenidos pelo tratamento com espironolactona, um
antagonista MR (Victorio et al., 2016b). Sabendo-se que adipdcitos sintetizam e liberam
fatores ativadores de MR (Briones et al., 2012), no presente estudo levantamos a hipotese de
que a via de sinalizagdao dos B-AR poderia estimular a produ¢ao de ligantes do MR no PVAT.

As enzimas CYP11B2 e CYP11B1, enzimas chaves para producdo de aldosterona
e corticosterona, respectivamente, principalmente encontradas em tecidos epiteliais, regulam a
sintese sistémica desses hormonios, enquanto que as enzimas 11B-HSDI1 e 2 controlam a
geragdo local desses hormdnios. Em adipocitos, foi demonstrado que a enzima 113-HSD1, a
qual converte o metabolito inativo em corticosterona ¢ regulado por citocinas inflamatorias
(TNF-a, IL-1pB, IL-6) aumentando a expressdao da enzima localmente e assim a concentragao
de corticosterona local (Tomlinson et al., 2001). No PVAT dos animais tratados in vivo com
isoproterenol observamos aumento na expressao de IL-6 concomitante ao aumento da enzima
11B-HSD1 e dos niveis de corticosterona tecidual. Assim, € possivel que uma upregulation de
IL-6 contribua para a maior expressio de 11B-HSD1 no PVAT em resposta a

hiperestimulagdo B-AR. Similar ao observado no estudo in vivo, a exposi¢do ao isoproterenol
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por 24h induz aumento da expressdo de 11B-HSD1 no PVAT in situ, além de aumentar a
secre¢do de corticosterona por adipocitos do PVAT adrtico em cultura. Esses dados sugerem
que a incubag¢do do PVAT com isoproterenol por 24h, maior tempo utilizado nos estudos in
situ e in vitro, mimetiza os efeitos observados pelo tratamento in vivo com isoproterenol por 7
dias, sendo assim um 6timo modelo para estudo da sinalizagdo B-AR tecidual prolongada. Os
dados em cultura primaria de adipécitos isolados do PVAT aértico também sugerem que sdo
essas células as responsaveis pela elevada secrecdo de corticosterona em resposta a
estimulacdo B-AR no PVAT. A ativacdo da enzima 11B-HSDI1 em adipdcitos, além de poder
contribuir para maior sintese e liberacdo de glicocorticoides, esta associada a reducido da
sintese do ADRF adiponectina (Koh et al., 2015), o que também poderia contribuir para a
perda do efeito anticontratil observada no PVAT dos animais tratados com isoproterenol, em
conjunto com a redugdo na biodisponibilidade do NO que foi demonstrada. Nao podemos
excluir que o aumento transitério de CYP11B1 concomitante com a redugdo de 113-HSD2
causados apds 15 min incubacdo in situ com isoproterenol no PVAT sejam mecanismos
adicionais envolvidos no aumento da secre¢ao de corticosterona.

Dados da literatura demonstram que a incubagdo de células endoteliais com
cortisol resulta na redugdo da expressao da eNOS apos 24h (Rogers et al., 2002), sugerindo
que o aumento da liberagdao de glicocorticoides pode levar a redug¢do da produgdo de NO, e
esse desbalanco favorecer o desacoplamento da eNOS e producdo de EROs nas células
endoteliais. Além disso, alteracdes na atividade da 11B-HSD1 podem levar a descontrole
metabdlico, o que corrobora com a agdo benéfica de inibidores da 11B3-HSDI1 na sindrome
metabdlica e desenvolvimento da aterosclerose (Hermanowski-Vosatka et al., 2005). Em
conjunto, os dados in situ revelam que enquanto a estimulagdo a curto prazo dos B-AR resulta
na producao de NO, a estimulacdo prolongada desses receptores induz estresse oxidativo via
desacoplamento da eNOS e provavel aumento da liberagdo de corticosterona resultante da
maior expressao de 113-HSDI.

A corticosterona induz contracdo em aorta envolvendo a ativagdo da via
Src/ERK1/2, e esses efeitos sao mediados pela ativacdo do MR e bloqueados pelo L-NAME,
sugerindo que os efeitos da corticosterona sdo endotélio-dependentes (Molnar et al., 2008).
Interessantemente, ndés demonstramos que o tratamento com o antagonista MR
espironolactona previne a perda do efeito anticontratil do PVAT induzida pelo tratamento

cronico com isoproterenol (Victorio et al. 2016b). Uma vez que ndo houve alteragdo nos
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niveis de aldosterona, mas sim aumento de corticosterona, os dados indicam que a
corticosterona poderia ser o fator ligante do MR responsavel pelos efeitos paracrinos do
PVAT na aorta dos animais com hiperestimulagdo B-AR. Apesar dos efeitos vasculares
induzidos pelo tratamento com isoproterenol in vivo terem sido abolidos pelo antagonista MR,
ndo podemos excluir um possivel efeito do aumento da secre¢do de corticosterona sobre o

GR.
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6 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados do presente estudo sugerem que a ativagdo cronica dos -
AR altera o estado redox e o perfil secretério do PVAT resultando em perda do efeito
anticontratil do PVAT e maior secrecdo de corticosterona por adipécitos deste tecido. A
disfungdo do PVAT induzido pela hiperativagdo B-AR foi associada com o aumento da
geracdo de EROs, reducdo da biodisponibilidade de NO e maior expressao de IL-6 e de 11p-
HSDI.

Assim, os presentes resultados estendem o conhecimento sobre a sinalizagdo -

adrenérgica no PVAT da aorta toracica, com énfase no seu papel fisiopatologico.
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8 ANEXO

ANEXO A - Validagéo da utilizagdo da expressdo da B-actina e coloragdo ao Ponceau como
controles internos para carregamento de proteinas para western-blot.
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Figura Anexo A. Analise quantitativa (painel superior) e imagens representativas (painel
inferior) da expressao proteica de B-actina (A) e coloragao ao Ponceau (B) de adipodcitos de
PVAT aortico de ratos para diferentes concentragdes de proteina (15 pg e 30 pg). Dados
expressos como média = EPM. Teste ¢ de Student: * P<0,05 vs. 15 pg.



ANEXO B

Renin—Angiotensin System

Spironolactone Prevents Endothelial Nitric Oxide
Synthase Uncoupling and Vascular Dysfunction Induced
by B-Adrenergic Overstimulation
Role of Perivascular Adipose Tissue

Jamaira A. Victorio, Stefano P. Clerici, Roberto Palacios, Maria J. Alonso, Dalton V. Vassallo,
Iris Z. Jaffe, Luciana V. Rossoni, Ana P. Davel

Abstract—Sustained stimulation of B-adrenoceptors (3-ARs) and activation of renin—angiotensin—aldosterone system are
common features of cardiovascular diseases withrising sympathetic activation, including essential hypertension, myocardial
infarction, and heart failure. In this study, we investigated the role of AT1 receptor and mineralocorticoid receptor (MR) in
the vascular alterations caused by 3-AR overstimulation. 3-AR overstimulation with associated cardiac hypertrophy and
increased vasoconstrictor response to phenylephrine in aorta were modeled in rats by 7-day isoproterenol treatment. The
increased vasoconstrictor response to phenylephrine in this model was blunted by the MR antagonist spironolactone, but
not by the AT1 receptor antagonist losartan, despite the blunting of cardiac hypertrophy with both drugs. Spironolactone,
but not losartan, restored NO bioavailability in association with lower endothelial nitric oxide synthase—derived superoxide
production, increased endothelial nitric oxide synthase dimerization, and aortic HSP90 upregulation. MR genomic and
nongenomic functions were activated in aortas from isoproterenol-treated rats. Isoproterenol did not modify plasma levels
of MR ligands aldosterone and corticosterone but rather increased perivascular adipose tissue—derived corticosterone in
association with increased expression of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1. The anticontractile effect of aortic
perivascular adipose tissue was impaired by B-AR overstimulation and restored by MR blockade. These results suggest that
activation of vascular MR signaling contributes to the vascular dysfunction induced by B-AR overstimulation associated
with endothelial nitric oxide synthase uncoupling. These findings reveal an additional explanation for the protective
effects of MR antagonists in cardiovascular disorders with sympathetic activation. (Hypertension. 2016;68:726-735.
DOI: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.116.07911.) ® Online Data Supplement

Key Words: adipose tissue B aorta B beta-adrenergic receptors B endothelial nitric oxide synthase B losartan
B mineralocorticoid receptor

ympathetic overactivity with rising catecholamines levels

and adrenergic receptors stimulation is a common feature
of many cardiovascular disorders, including hypertension,
myocardial infarction (MI), congestive heart failure, and acute
cerebrovascular events. In these conditions, the hyperadren-
ergic state has a major and independent prognostic impact.!
Although the importance of $-adrenoceptor (3-AR) overstim-
ulation in the pathogenesis of left ventricular dysfunction has
been widely studied, less is known about its effects on vascu-
lar function. Following in vivo 3-AR overstimulation, we and
others have demonstrated abnormal vasoconstrictor response
to agonists in aorta,” coronary artery,® and cerebral artery.* In

thoracic aorta, increased vasoconstrictor response induced by
isoproterenol treatment was associated with increased reac-
tive oxygen species generation and uncoupling of endothelial
nitric oxide synthase (eNOS).> These studies demonstrate that
B-AR overstimulation induces vascular dysfunction but the
molecular mechanisms remain to be elucidated.

Activation of the renin—angiotensin—aldosterone system
is also involved in the pathogenesis of cardiovascular and
metabolic diseases, including hypertension, MI, heart failure,
and obesity. It is known that 3-AR signaling in juxtaglomeru-
lar cells stimulates renin release, thereby stimulating renin—
angiotensin—aldosterone system. In addition, -AR agonist
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isoproterenol increases cardiac expression of angiotensin-con-
verting enzyme® and antagonism or deficiency of AT1 receptor
(ATIR) attenuate isoproterenol-induced cardiac remodeling
in mice.” Elevated circulating aldosterone is also associated
with isoproterenol-induced heart failure,* and blockade of
aldosterone-binding mineralocorticoid receptor (MR) is pro-
tective from cardiac hypertrophy and diastolic dysfunction
induced by chronic isoproterenol treatment in rats.® Together,
these studies have suggested beneficial cardiac effects of
AT1R and MR blockade in preventing isoproterenol-induced
cardiac remodeling and dysfunction. In the vasculature, either
AT1R or MR activation induces proinflammatory, profibrotic,
and pro-oxidative vascular signaling pathways.'*!! However,
whether AT1R and MR contribute to the vascular abnormali-
tics caused by B-AR overstimulation has not been explored.

Vascular function is also known to be modified by peri-
vascular adipose tissue (PVAT). Angiotensin II, via ATIR
promotes aldosterone secretion from adipocytes, acting in a
paracrine manner to regulate vascular function and contribut-
ing to endothelial dysfunction in obesity."> PVAT of the tho-
racic aorta also releases adipocyte-derived relaxing factors
that exhibit anticontractile effects.”!* Acute -AR activation
stimulates the release of adipocyte-derived relaxing factors
from PVAT of mesenteric artery.'> However, it is not known
whether B-AR overstimulation could regulate the anticontrac-
tile effects of PVAT.

Therefore, in this study, we investigated a possible role
of AT1R, MR, and PVAT in the vascular dysfunction induced
by in vivo administration of isoproterenol as measured by
enhanced vasoconstriction to phenylephrine. We hypothesized
that MR activation induces uncoupling of eNOS, oxidative
stress, and reduces anticontractile role of PVAT after [3-AR
overstimulation.

Methods

Animals

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use
of the University of Campinas (protocol no. 2609-1) and carried out
in accordance with the ethical principles for animal experimenta-
tion adopted by the Brazilian Society of Laboratory Animal Science
(SBCAL/COBEA).

Male Wistar rats (12-week old) were obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Research of the University

MR in Isoproterenol-Induced Vascular Dysfunction

of Campinas (Campinas, Brazil). Animals were housed at a constant
room temperature (22°C), 12:12 hour light:dark cycle, and with
normal chow and water provided ad libitum. Isoproterenol (0.3 mg/
kg per day, sc) or the vehicle were administrated once daily for 7
days, concomitantly with the treatment or not via oral gavage with
the AT1R antagonist losartan (40 mg/kg per day), or with the MR
antagonist spironolactone (200 mg/kg per day).

Vascular Reactivity, Blood Pressure, and
Biochemical and Molecular parameters
Detailed methods are available in the only-online Data Supplement.

Statistical Analysis

Data are presented as mean+SEM. Data were analyzed by the Student
t test or two-way ANOVA followed by the Bonferroni post-test by
using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Corp, San
Diego, CA). Values of P<0.05 were considered significantly different.

Results

Losartan and Spironolactone Treatments

Similarly Reduce Isoproterenol-Induced Cardiac
Hypertrophy

To confirm the efficacy of isoproterenol treatment in induc-
ing long-term 3-AR stimulation, the ventricular weight:body
weight ratio was measured as an index of myocardial
hypertrophy. Isoproterenol treatment increased ventricu-
lar weight:body weight ratio without affecting body weight
that was similarly reduced by losartan and spironolactone
(Table S1). No effect of either isoproterenol or spironolactone
on blood pressure or heart rate was observed, but losartan
decreased diastolic blood pressure in both control and isopro-
terenol-treated rats (Table S1).

Spironolactone, but Not Losartan, Prevented the
Increased Aortic Reactivity to Phenylephrine in
Isoproterenol-Treated Rats

Aortic rings from isoproterenol-treated rats showed an
increased contractile response to phenylephrine compared
with the control group (Figure 1A). This high contractility
was not altered by cotreatment with losartan (Figure 1B),
whereas it was fully prevented by spironolactone cotreatment
(Figure 1C). These data support a role for MR, but not the
AT1R, in the increased aortic contractile response induced by
B-AR overstimulation. The relaxation to either acetylcholine
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Figure 1. Spironolactone, but not losartan, prevented the enhanced contraction to phenylephrine induced by -adrenergic
overstimulation. Concentration-response curves to phenylephrine obtained in aortic rings from rats treated with vehicle (CT) or
isoproterenol (ISO; A) combined with losartan (LOS; B) or with spironolactone (SPI; C). Data are expressed as mean+SEM; number of
animals is indicated in parenthesis. Two-way ANOVA: *P<0.001 vs CT or LOS.
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or sodium nitroprusside was not modified by the treatments
(Figure S1).

MR Antagonist Restored NO Bioavailability, NOS
Dimerization, and HSP90 Protein Levels in Aortas
of Isoproterenol-Treated Rats

Incubation with a nonselective NOS inhibitor, Nw-nitro-L-
arginine methyl ester, enhanced the contractile response to
phenylephrine in the aorta of all the groups (Figure 2A). The
NOS-dependent anticontractile component of phenylephrine
response (as measured by difference of the area under the
curve before and after Nw-nitro-L-arginine methyl ester) was
impaired in the isoproterenol group, whereas spironolactone
reversed this effect (Figure 2B). Pretreatment of aortas with
superoxide dismutase (SOD, superoxide scavenger) or tetra-
hydrobiopterin (BH,, eNOS cofactor) reduced vascular con-
traction in the isoproterenol group but not in the control and
spironolactone-treated groups (Figure 2C and 2E). There was
an increased difference of the area under the curve to phen-
ylephrine in the presence of SOD and BH, in isoproterenol-
treated rats, which was normalized by spironolactone (Figure

2D and 2F). These data support a role for MR in increas-
ing superoxide and reducing NO production and bioavail-
ability after B-AR overstimulation. Indeed, aortic NO levels
(evaluated by the fluorescence to diaminofluorescein) were
decreased in rats exposed to long-term isoproterenol and spi-
ronolactone treatments enhanced NO to levels similar to the
control group (Figure 3A). By contrast, losartan treatment did
not prevent the impairment in NO bioavailability induced by
isoproterenol (Figure S2).

Although aortic expression of total eNOS protein was
increased in isoproterenol-treated rats (Figure 3B), the abun-
dance of its dimeric form was reduced (Figure 3C), as well as
its phosphorylation in Ser1177 (Figure S3). Spironolactone
did not affect the isoproterenol-induced increase in total eNOS
protein levels, but it normalized eNOS dimerization (Figure 3B
and 3C). eNOS phosphorylation were not affected by spirono-
lactone or losartan treatment (Figure S3). Because HSP9O is
an eNOS chaperone that augments NO production and inhib-
its superoxide formation,'® we investigated HSP90 expression.
Isoproterenol treatment significantly reduced HSP90 protein
expression, which was restored by spironolactone (Figure 3D).
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Figure 2. Effect of Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (A, square symbols), superoxide dismutase (superoxide dismutase (SOD,
superoxide scavenger); C, triangle symbols), and tetrahydrobiopterin (BH,, eNOS cofactor) (E, diamond symbol) on the concentration—
response curves to phenylephrine of aortic rings from control (CT) and isoproterenol (ISO) groups without or with spironolactone (SPI)
treatment. B, D, and F, The difference of the area under the curve (JAUC) to phenylephrine in the presence and absence of L-NAME,
SOD, or BH4, respectively. Data are expressed as mean+SEM (n=4-15 in each group). Two-way ANOVA: P<0.05 +vs respective group

without incubation; *vs CT; #vs ISO.
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Figure 3. Reduced HSP90 expression and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) uncoupling after 3-AR overstimulation: prevention by
mineralocorticoid receptor blockade. Diaminofluorescein (DAF-2) fluorescence (A), protein expression of total eNOS (B), dimer:monomer

eNOS ratio (C), HSP90 (D), and hidroethidine (DHE) fluorescence (E)

obtained in aorta from control (CT) and isoproterenol (ISO) groups

without or with spironolactone (SPI) treatment. Protein expression was calculated as percentage of CT group. Representative images

(20x%, bar=100 pm) of DAF-2 and DHE fluorescence are shown in left

side of A and E, respectively. In A, E=endothelium. The DHE

fluorescence signal was evaluated under basal condition or after incubation with Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (1 mmol/L)

or MNTMPyP (25 pmol/L). Data represent mean+SEM; number of ani
P<0.05 *vs CT; +vs SPI; #vs ISO.

eNOS-Derived Superoxide Anion Production

After B-AR Overstimulation Is Prevented by
Spironolactone

We measured reactive oxygen species production by quantifica-
tion of the fluorescence formed after exposing aortic slices to
hidroethidine. The fluorescent signal was almost undetectable
after incubation with the SOD mimetic MnTMPyP, indicat-
ing superoxide as the main reactive oxygen species detectable
by hidroethidine in aortas (Figure 3E). Isoproterenol induced
an increase in vascular superoxide production that was inhib-
ited by Nw-nitro-L-arginine methyl ester incubation, indicating

imals used for each group is indicated in the bars. Two-way ANOVA:

enhanced eNOS-derived superoxide production (Figure 3E).
Importantly, spironolactone, but not losartan, blocked this
increase (Figure 3E; Figure S4). The data indicate that 3-AR
overstimulation induces vascular oxidative stress by eNOS,
dependent on MR activation.

B-Adrenergic Overstimulation Activates Aortic MR
Genomic and Nongenomic Activity

MR functions by translocating to the nucleus to regulate gene
transcription (genomic mechanisms) and also by activating
cytoplasmic signaling pathways (nongenomic mechanisms).
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Figure 4. Genomic and nongenomic pathways of vascular mineralocorticoid receptor (MR) activity after isoproterenol treatment. Nuclear
translocation of MR (A), mRNA expression of osteopontin (B), and protein expression of y-epithelial sodium channel (YENaC; C), Src

(D), and ERK1/2 (E) phosphorylation in thoracic aorta of control (CT) and isoproterenol (ISO) groups without or with spironolactone (SPI)
treatment. Data represent mean+SEM; number of animals used in each group is indicated into the bars. Two-way ANOVA: P<0.05 *vs CT,

#vs I1SO.

Isoproterenol treatment increased the nuclear:cytoplasmic MR
ratio in the aorta (Figure 4A) and increased gene expression of
the smooth muscle cell MR target gene, osteopontin (Figure 4B)
and the endothelial MR target protein, the y-subunit of the epithe-
lial sodium channel (ENaC; Figure 4C) when compared with the
control group. Spironolactone prevented isoproterenol-induced
MR nuclear translocation, osteopontin mRNA, and ENaC pro-
tein expression (Figure 4A through 4C) consistent with genomic
MR activity. In addition, aorta from isoproterenol-treated rats
demonstrated higher Src and ERK1/2 phosphorylation, which

was prevented by spironolactone (Figure 4D and 4E). Thus,
chronic isoproterenol treatment seems to activate both MR
genomic and nongenomic activities in the aorta.

Enhanced Corticosterone Levels and Increased
Expression of 118-HSD1 in PVAT After
Isoproterenol Treatment

MR can be activated by the mineralocorticoid aldosterone and
also by some corticosteroids. To investigate if isoproterenol
activates the MR by modulating levels of endogenous ligands,
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we measured plasma and PVAT levels of aldosterone and cor-
ticosterone (the main glucocorticoid in rodents). Plasma and
PVAT levels of aldosterone were increased by spironolactone
treatment, consistent with a feedback mechanism associated
with effective MR blockade (Figure SA and 5B). Neither iso-
proterenol nor spironolactone treatment affected plasma corti-
costerone levels (Figure 5C). However, corticosterone content
was enhanced in PVAT after isoproterenol treatment, whereas
spironolactone did not alter this effect (Figure 5SD). Treatments
did not affect aortic PVAT weight (data not shown). These data
suggest that enhanced PVAT-derived corticosterone could be
a mechanism leading to paracrine activation of vascular MR
after (3-adrenergic overstimulation.

PVAT protein expression of aldosterone synthase
(CYPI1B1), a final enzyme required for glucocorticoid syn-
thesis, was not affected by isoproterenol treatment (Figure
S5A); whereas, isoproterenol increased the PVAT expression

of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type-1 (113-HSD1),
the enzyme that generates active glucocorticoids from their
inactive 11-keto derivatives (Figure 5E), with no effect in
11B-hydroxysteroid dehydrogenase type-2 (11p3-HSD2) expres-
sion (Figure 5F). Spironolactone decreased the expression of
113-HSD1 and 113-HSD2 (Figure SE and 5F). Glucocorticoid
synthase (CYP11B2) protein expression in PVAT did not differ
from the control and isoproterenol groups (Figure S5B).

Spironolactone Restores the Anticontractile Effect
of Perivascular Tissue, Which Is Impaired by
Isoproterenol

Next, we investigated the role of PVAT on vascular contraction
to phenylephrine. As expected, the presence of PVAT reduced
the contraction to phenylephrine in aortas from control rats
(Figure 6A). However, this anticontractile effect of PVAT
was impaired by isoproterenol treatment (Figure 6B and 6E).
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Figure 5. 3-AR overstimulation enhanced corticosterone content and protein expression of 113-HSD1 in perivascular adipose tissue
(PVAT) of aorta. Aldosterone (A and B) and corticosterone (C and D) content measured in plasma and aortic PVAT from control (CT) and
isoproterenol (ISO) groups without or with spironolactone (SPI) treatment. Protein expression of 113-HSD1 (E) and 113-HSD2 (F) were
evaluated in PVAT from CT, ISO, SPI, and ISO+SPI groups. Data represent mean+SEM; number of animals is indicated in the bars.

Two-way ANOVA: P<0.05 *vs CT; +vs SPI; #vs ISO.
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Figure 6. Impaired anticontractile function of perivascular adipose tissue (PVAT) after isoproterenol treatment is rescued by
spironolactone. Concentration-response curves to phenylephrine were obtained in aortic rings without (-) or with (+) PVAT from control

(CT, A) and isoproterenoal (ISO,

B) groups without or with spironolactone (SPI) treatment (C and D). E, The difference of the area under

the curve (JAUC) to phenylephrine in the absence and presence of PVAT. Fluorescence to NO-sensitive dye diaminofluorescein (DAF-
2) was evaluated in thoracic PVAT sections from CT, ISO, SPI, and ISO+SPI groups under basal conditions or after incubation with
tetrahydrobiopterin (BH4, eNOS cofactor) (100 nmol/L, F). Representative images (20x, white bar=100 nm) of DAF-2 fluorescence are
shown. Data are expressed as mean+SEM (n=5-15 in each group). Two-way ANOVA: P<0.05 +vs PVAT; *vs CT; #vs ISO.

Spironolactone did not affect the basal role of PVAT on the
contractile response to phenylephrine (Figure 6C and 6E) but
rather, in the presence of MR antagonist, the anticontractile
effect of PVAT was restored in rats cotreated with isoproter-
enol and spironolactone (Figure 6D and 6E).

Recently, it was demonstrated that PVAT from thoracic
aorta expresses eNOS that produces NO as a PVAT-derived
relaxing factor, whereas uncoupled eNOS in this tissue might
be a mechanism involved in vascular dysfunction.!” Therefore,
we explored eNOS uncoupling in PVAT after 3-adrenergic
overstimulation. PVAT-derived NO production was impaired
by isoproterenol treatment and restored by spironolactone
treatment or BH, incubation (Figure 6F).

Discussion
This study demonstrated that the MR antagonist spirono-
lactone, but not the AT1R blocker losartan, prevented the
increased vasoconstrictor response to phenylephrine induced
by P-AR overstimulation. The protective vascular effect

of spironolactone was associated with (1) increased eNOS
dimerization, HSP90 expression and NO production, (2)
reduced eNOS-derived superoxide production, (3) inhibi-
tion of genomic and nongenomic vascular MR pathways,
and (4) restoration of the anticontractile role of aortic PVAT.
Furthermore, we found elevated corticosterone content in
aortic PVAT after [-adrenergic stimulation. These findings
support a model in which chronic f3-adrenergic stimulation
promotes vascular MR activation, which results in eNOS
uncoupling and oxidative stress. This model provides a novel
mechanism by which MR antagonists can be protective in
patients with cardiovascular disease by preventing vascular
dysfunction associated with hyperadrenergic state, such as in
heart failure, MI, and essential hypertension.
Renin—angiotensin—aldosterone system inhibitors, includ-
ing angiotensin-converting enzyme inhibitors and ATIR
antagonists, and more recently MR antagonists improve
survival in patients with left ventricular dysfunction.'®!
The diuretic effect of the MR antagonist was not sufficient
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to explain its cardioprotective effects in patients with heart
failure.® Although both losartan and spironolactone reduced
ventricular hypertrophy in a similar magnitude, we observed
that only MR antagonism was effective in the prevention of
increased vasoconstrictor response to phenylephrine, NO bio-
availability, and eNOS-dependent oxidative stress. This result
demonstrates for the first time a role of MR, but not AT1R, in
mediating the major vascular effects of B-adrenergic overstim-
ulation. In addition, losartan, but not spironolactone, reduced
diastolic blood pressure measured invasively in anesthetized
rats. However, we cannot exclude the possibility of group dif-
ferences in blood pressure because we did not monitor this
parameter 24 hours per day in awake, unrestrained animals.

Abnormal vasoconstrictor responses to agonists includ-
ing phenylephrine have been demonstrated in several vascular
beds*® in the isoproterenol-induced left ventricular hypertro-
phy model. These studies put forward a key role for 3-AR
overstimulation in inducing vascular dysfunction. We previ-
ously demonstrated a role for uncoupled eNOS in the altered
vascular contractility induced by 3-AR stimulation.” Because
aldosterone-induced MR activation can impair eNOS-derived
NO production associated with a reduction in eNOS dimeriza-
tion in endothelial cells,*’ we hypothesized that MR block-
ade could improve this endothelial pathway. In accordance,
improved NO bioavailability, enhanced eNOS dimer expres-
sion, and reduced eNOS-derived superoxide were observed
in aortas from isoproterenol+spironolactone—treated rats.
Although eNOS uncoupling was associated with exacerbated
contractile response to phenylephrine, the endothelium-
dependent relaxation to acetylcholine was not significantly
changed by isoproterenol treatment. This apparently contra-
dictory finding might be explained by the greater sensitivity of
basal NO to destruction by superoxide when compared with
agonist-stimulated NO production.?

Dimerization of eNOS regulates its catalytic activity and
NO production. Association of eNOS with HSP90 has been
demonstrated to be an important mechanism regulating eNOS
dimerization, rather than eNOS phosphorylation.”® Here, we
show that 3-AR overstimulation significantly reduced aortic
expression of this chaperone, which was prevented by spi-
ronolactone. Interestingly, impaired interaction of HSP90
with eNOS results in decreased NO production and superox-
ide generation.'® Therefore, reduced vascular expression of
HSP90 is a potential link between 3-AR overstimulation and
eNOS dysfunction that can be prevented by MR blockade.

Increased nuclear:cytoplasmic MR ratio was found in
aorta from isoproterenol-treated rats. Given that MR dis-
sociation from HSP90 induces MR cytoplasmic-to-nucleus
trafficking,” reduction in HSP90 expression induced by iso-
proterenol could also contribute to enhance MR transcriptional
activity. Spironolactone treatment enhanced HSP90 expres-
sion and attenuated nuclear localization of MR, osteopontin
mRNA, and ENaC protein levels in isoproterenol-treated rats.
Osteopontin is a multifunctional glycophosphoprotein that can
be secreted by endothelium and vascular smooth muscle cells;
its gene expression is induced by MR and contributes to proin-
flammatory and profibrotic effects of aldosterone.*?¢ In addi-
tion, recent data suggest that MR activation induces binding
to the ENaC promoter, increasing expression of ENaC mRNA

MR in Isoproterenol-Induced Vascular Dysfunction

in endothelial cells with associated endothelial dysfunction.?”
We observed an increased aortic expression of the regulatory
v-subunit of ENaC in aorta of isoproterenol-treated rats that
was prevented by cotreatment with spironolactone, suggesting
that (3-adrenergic stimulation might upregulate ENaC through
MR activation. To our knowledge. this is the first demonstra-
tion that osteopontin and ENaC can be upregulated in vascular
tissue in response to -adrenergic stimulation and could be
an additional mechanism involved in the vascular pathology
associated with sympathetic hyperactivity.

In addition to genomic activity of MR, a nongenomic
MR pathway in the vasculature has been demonstrated to
contribute to oxidative stress, inflammation, and vascular
dysfunction.'" Aldosterone rapidly activates several kinases,
including Src and mitogen-activated protein kinases in vascu-
lar smooth muscle cells.”® Here, we reported that MR block-
ade attenuated phosphorylation of Src and ERK1/2 in aortas
from isoproterenol-treated rats, which indicates convergence
of the (-adrenergic and MR-signaling pathways. However,
the observed association between the spironolactone-induced
changes in the biochemical and molecular parameters evalu-
ated and the vascular protection in the contractile function
may not necessarily reflect cause and effect relationship, rep-
resenting a limitation of this study.

Both aldosterone and glucocorticoids bind to the MR to
activate its genomic and nongenomic functions.” In this study,
B-AR overstimulation did not change either aldosterone or
corticosterone plasma levels; however, corticosterone, but not
aldosterone, was enhanced in aortic PVAT from isoproterenol-
treated rats. Spironolactone did not attenuate the enhanced
levels of corticosterone induced by isoproterenol in PVAT,
suggesting that the beneficial vascular effects of spironolac-
tone may be downstream and could be because of blockade
of glucocorticoid-induced MR activation. Mature adipocytes
express CYP11B2 and CYP11B1 and can produce aldosterone
and corticosterone.'” The expression of these enzymes was not
modified by isoproterenol treatment. Glucocorticoid content
is also regulated by 113-HSD type 1 and 2. 113-HSD2 con-
verts glucocorticoids into inactive metabolites, which favors
aldosterone-MR interaction. However, 113-HSDI in the
presence of NADPH promotes glucocorticoids regeneration
from inert 11-keto metabolites.* Therefore, an upregulation
of 113-HSD1 in PVAT after chronic (-adrenergic stimula-
tion might be a mechanism associated with high perivascular
corticosterone content, thereby leading to paracrine activation
of vascular MR. However, as -AR signal through the small
GTPasc Racl® which has been shown to activate MR with-
out ligand,* we should also consider ligand-independent MR
activation as a potential mechanism for isoproterenol-induced
MR activation.

Spironolactone treatment prevented the isoproterenol-
induced 11B-HSD1 expression in PVAT. Earlier studies
demonstrated that suppression of 11f-HSD1 abolishes the
inhibitory effect of glucocorticoids on eNOS expression®
and prevents heart failure development after ML.** Therefore,
reduction in 113-HSD1 expression in PVAT is a potential car-
diovascular protective mechanism of spironolactone. Despite
this effect, corticosterone levels were still high in PVAT from
rats cotreated with isoproterenol and spironolactone, which
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could be related to the minor expression of 113-HSD2 induced
by spironolactone. However, the cellular origin of corticos-
terone secretion induced by isoproterenol in PVAT and the
signaling pathway involved in this effect remains an open
question. In addition, as endothelium, vascular smooth mus-
cle cells, inflammatory cells and adipocytes express functional
MR*-* further investigation using cell-type—specific knock-
out mice should address which cell-type—specific MR signal-
ing is mediating the vascular effects induced by [3-adrenergic
stimulation.

In conclusion, our findings revealed a novel mechanism
of regulation of vascular dysfunction mediated by 3-AR over-
stimulation inducing PVAT-derived corticosterone produc-
tion, associated with impaired PVAT anticontractile effect and
vascular MR activation. MR blockade with spironolactone
protected from increased vasoconstrictor response to phenyl-
ephrine, upregulation of ENaC, and downregulation of HSP90
and eNOS uncoupling. The present findings uncover a role for
MR blockade in sympathoexcitatory cardiovascular diseases
and provide an additional novel vascular mechanism for the
protective effects of MR antagonism.

Perspectives

We demonstrated that MR antagonist spironolactone prevents
the vascular alterations induced by long-term 3-AR stimu-
lation, including enhanced vasoconstriction, uncoupling of
eNOS, reduced NO bioavailability, and oxidative stress. The
beneficial vascular effects of spironolactone were indepen-
dent of changes in systemic levels of MR ligand. Instead, we
observed increased levels of PVAT-derived corticosterone in
response to 3-adrenergic stimulation associated with enhanced
protein levels of 11(3-HSD1 that regenerates glucocorticoids.
MR genomic and nongenomic signaling were observed in aor-
tas of isoproterenol-treated rats. Therefore, this study suggests
a novel link between 3-AR signaling and vascular MR acti-
vation in causing vascular dysfunction. Moreover, the results
indicate an additional mechanism for the protective vascular
effects of MR antagonists in cardiovascular diseases associ-
ated with increased sympathetic activity, such as essential
hypertension, MI, and heart failure.
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Novelty and Significance

What Is New?

Spironolactone prevents the increased vasoconstrictor response to phen-
ylephrine and uncoupling of endothelial nitric oxide synthase in aorta of a
rat model of chronic 3-adrenergic stimulation induced by isoproterenol.
[-AR overstimulation impairs the anticontractile function of perivascular
adipose tissue and induces perivascular adipose tissue—derived gluco-
corticoid production.

What Is Relevant?
Mineralocorticoid receptor blockade with spironolactone prevented the
vascular dysfunction induced by 3-AR overstimulation, independent of
changes in systemic levels of mineralocorticoid receptor ligands, sug-

gesting a novel mechanism for the protective vascular effects of miner-
alocorticoid receptor antagonists in cardiovascular diseases associated
with increased sympathetic activity, such as essential hypertension and
heart failure.

Summary

Mineralocorticoid receptor activation is crucial for the vascular
alterations induced by long-term 3-AR stimulation, including in-
creased vasoconstriction, uncoupling of endothelial nitric oxide
synthase, and impaired anticontractile function of PVAT.
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Supplemental methods

Blood pressure, heart rate and myoeardial hypertrophic index

Under general anesthesia (urethane, 1.2 g Kg, ip.). a fluid-filled polyethylene catheter
(PE-50) connected to a pressure transducer (MTLE44 AdInstruments. Sydney-NSW. Australia)
was placed on the right common carotid artery. Systolic blood pressure (SBP). diastolic blood
pressure (DBP), and heart rate were monitored during 30 min (LabChart 7. AdInstruments).
Next. the rats were euthanized, the heart was removed, and the ratio of ventricle (right and left)

weight to body weight was calculated.

Vascular reactivity

The thoracic aorta was harvested and immediately placed in cold Krebs—Henseleit solu-
tion (in mM: 118 NaCl, 4.7 KClL. 25 NaHCO3, 2.5 CaClh-2H20. 1.2 KH2POs, 1.2 MgS04-TH20,
11 glicose and 0.01 EDTA: pH=7.4). Transverse aortic segments (3 mm long) with or without
PVAT were obtained and placed in an organ chamber bath (Panlab Harvard Apparatus. Cornella-
Barcelona. Spain) maintained at 37°C with a resting tension of 1 g. as previously described!.
Isometric tension was recorded using a force transducer (MLT0420, AdInstruments) connected
to an acquisition system (PowerLab 8/30 system. AdInstruments).

After 30 min of equilibration period. aortic rings were exposed to 75 mM KCl to assess
the maximum tension. Following wash. rings were pre-contracted with a submaximal concentra-
tion of phenylephrine (1 uM) to obtain a relaxation response curve to acetylcholine (0.001-10
uM) and to sodium nitroprusside (0.001-1 puM). The constrictor response to phenylephrine
(0.001-10 uM) was assessed in the absence or presence of the nonselective NOS inhibitor, N®-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 uM), superoxide dismutase (SOD. 150 U/mL) or
tetrahydrobiopterin (BHa, 100 uM) added 30 min before concentration-response curves to phe-

nylephrine were performed.
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Reactive oxygen species (ROS) and NO detection

Frozen transverse sections (10 um) from thoracic aorta and PVAT embedded in freezing
medium were obtained. Slices were placed into a light-protected humidified chamber at 37°C
and the following protocols were performed: 1) for NO measurement. slices from aorta and
PVAT were incubated for 30 min with phosphate buffer (PB 0.1 mM. pH= 7.4} containing 2 mM
CaClz and 4.5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2. 8 uM). BHy (100 uM) was applied in some
PVAT slices in addition to DAF-2 in the latest 15 min; 2) for ROS analysis, slices were incubat-
ed with Krebs+HEPES buffer (in mM: 130 NaCl, 5.6 KCL. 2 CaCla, 0.24 MgCl», 8.3 HEPES and
11 glicose, pH= 7.4) plus dihydroethidium (DHE. 2 uM). The cell-permeable SOD mimetic
MnoTMPyP (25 uM) or L-NAME (1 mM) was topically applied in some aortic sections in addi-
tion to DHE.

Digital images were obtained with an epifluorescence microscope (Eclipse Ti-S. Nikon,
Tokyo. Japan). using a fluorescein and a rhodamine filters, for DAF-2 and DHE analysis. respec-
tively. The captured images under 20X objective were analyzed using Image J 1.46p software
(National Institutes of Health. Bethesda- MD. USA) by measurement of the mean optical density

' 3 2
of the fluorescence. Fluorescence was normalized by vessel or PVAT area (um-).

Western blot analysis

Total and subcellular protein fraction

Thoracic aorta and respective PVAT were homogenized in cold RIPA lysis buffer and
added with 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 1 mM NasVO4 and 2 pL/mL prote-
ase inhibitor cocktail (PIC) to obtain total protein extract.

For nuclear and cytosol fractions, pulverized aortas were homogenized in cold HEPES
lysis buffer [10 mM HEPES (pH=7.9), 1.5 mM MgCl, 10 mM KCL 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF
and 2 pL/mL PIC] and then centrifuged for 10 min at 850 g. The supernatant was discarded and
the pellet was re-suspended in lysis buffer containing 0.1% Triton-X. After 10 min, samples

were centrifuged (10 min, 850 g) and the resulted supernatants were the cytosol protein fraction.
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The resulted pellets were washed in ice-cold buffer [20 mM HEPES (pH= 7.9). 25% glycerol,
1.5 mM MgCh, 420 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 1.0 mM dithiothreitol, 0.5 mM PMSF and 2
uL/mL PIC] and then centrifuged (15 min at 16,000 g, 4°C) to obtain the supernatants containing
nuclear proteins.

Protein extracts (aorta: 50 pg for total, 15 pg for nuclear and cytosolic fractions; PVAT:
100 pg for total) were electrophoretically separated on 7.5 or 10% acrylamide SDS—PAGE at
room temperature and then transferred to PVDF membranes using a Mini Trans-Blot Cell system
(Bio-Rad, Hercules- CA, USA). After blocked with 5% non-fat milk in TBST for 2 h at room
temperature, membranes containing total homogenates were incubated with primary antibodies
against eNOS, Ser''”” and Thr*® phospho-eNOS, HSP90, ERK1/2, anti-Thr’®*?* phospho-
ERK1/2, anti-Src and anti-Tyr*'® phospho-Sre; anti-CYP11B1 (glucocorticoid synthase). anti-
CYP11B2 (aldosterone synthase), 11P-hydroxysteroid dehydrogenase (11B-HSD) type 1 and
type 2: anti-gamma-ENaC; membranes containing nuclear/eytosolic fractions were incubated
with anti-MR antibody. After washing, membranes were incubated for 90 min with the horserad-
ish peroxidase-conjugated IgG antibody according to each primary antibody used. Blots were
detected with Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Rockford-IL, USA)
and visualized using ImageQuant LAS 4000 (GE Healtheare, Little Chalfont — Buckingham-
shire, UK). The intensity was quantified by using the Image J 1.46p software (National Institutes
of Health). Protein expression of a-actin (aorta), B-actin (PVAT), or Ponceau staining (nucle-

ar/cytosolic fraction) were used to normalize expression of the evaluated proteins in each sample.

eNOS dimerization

eNOS dimerization was investigated as previously described” 3. Briefly, thoracic aortas
were longitudinally opened and incubated for 1 h at 4°C in lysis buffer (50 mM Tris-HCI,
pH=28.0; 0.2% Nonidet P-40; 180 mM NaCl; 0.5 mM EDTA: 25 mM PMSF; 0.1 mM dithio-
threitol; 2 pL/mL PIC). Non-boiled samples (75 pg) were separated by 6% SDS-PAGE at 4°C

and transferred to PVDF membranes. After blockade (5% albumin in TBST), membranes were
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meubated overnight at 4°C with primary antibody anti-eNOS (1:750), and then incubated for 90
min with the anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (1:10.000).

eNOS dimer (260 kDa) and monomer (130 kDa) blots were detected as described in western blot

analysis section and then the dimer to monomer ratio was calculated.

RT-PCR analysis

Frozen thoracic aortas were homogenized in TRizol and RNA (1 ng) were used to obtain
the ¢cDNA (TagMan Reverse Transcription Reagents. Applied Biosystems. Foster City- CA.
USA). PCR reactions were made in duplicate in a thermocycler (ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System. Applied Biosystems) using in the reaction for each sample 1 uL ¢DNA, 1 x
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), and 20 x TagMan Gene Expression
Assay (Osteopontin — SPPI: Rn00681031 ml. Applied Biosystem) in a final volume of 20 pL.
The amplification of GAPDH (Rn01775763 gl. Applied Biosystem) was used as the intern

z-aaCT

normalization. Analysis of relative gene expression data was performed using the meth-

od®.

Determination of plasma and perivascular aldosterone and corticosterone levels

Blood samples were collected via abdominal aorta and then centrifuged to obtain plasma
samples. PVAT surrounding thoracic aorta was weighted and 100 mg of the tissue was homoge-
nized in cold PBS 0.1 M (pH= 7.4). Protein was quantified using Bradford reagent. The enzy-
matic immunoassay was performed for aldosterone (Aldosterone EIA kit — Monoclonal No
10004377, Cayman Chemical, Ann Arbor- MI, USA) and corticosterone (Corticosterone EIA kit
No 500651, Cayman Chemical) following the manufacturer’s instructions. Results were ex-

pressed as pg/mL for plasma samples and as pg/mL/mg protein for PVAT.

Reagents
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Spironolactone and all reagents used for vascular reactivity, isoproterenol, NasVOu,
HEPES. Tris. dithiothreitol. PIC. BH4 and DAF-2 were purchased from Sigma-Aldrich CO
(Saint Louis-MO. USA). Losartan was purchased from Medley (Campinas- Sdo Paulo, BR).
DHE was purchased from Invitrogen (Grand Island, NY, USA), MnTMPyP from Calbiochem
(San Diego. CA, USA) and RIPA lysis buffer from Merck Millipore (Billerica- MA. USA).

Primary antibodies anti-phospho-eNOS*™M7 anti-ERK1/2 and anti-phospho-ERK1/2
were purchased from Cell Signaling (Danvers- MA. USA): anti-eNOS from BD Transduction
(Franklin Lakes- NJ, USA): anti-Src. anti-phospho-eNOS™™®  anti-CYP11B1 and anti-
CYPI11B2 from Merck Millipore: anti-HSP90. anti-11p-HSDI1, anti-11B-HSD2 and anti-P-actin
from Santa Cruz (Dallas- TX, USA); anti-MR and anti-g-actin from Abecam (Cambridge, UK):
anti-gamma-ENaC from StressMarq (Victoria-BC. Canada) and anti-phospho-Sre from Invitro-

gen. Secundary antibodies were obtained from Abecam and Bio Rad.
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Supplemental table

Table S1: Morphometric parameters, blood pressure. and heart rate in experimental groups.

ISO+ ISO~+
Parameters CT LOS SPI IS0 LOS SPI
BW (g) 37414 397+8  369+8 36528 380+7 364+9

VW/ BW(mgg?) 264+006 252+003 248+003 345+010* 314+010° 298=0.03"

SBP (mmHg) 11355 11636 12633  117+24 10422 1

(&)
-2
H
[ ]
L

DEP (mmHg) 74+21 58+ 3.9% 8140 8127 51+3.1% 8332

HR (bpm) 408 £ 8 41214 385+11 3866 400+ 14 382+9

WValues are expressed as mean = SEM (N=8-12). CT: Control: ISO: isoproterenol: LOS: losartan:
SPI: spironolactone: SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; HR: heart rate:
BW: body weight: VW: ventricle weight. Two-way ANOVA: *p<0.05 vs. CT: *p<0.05 vs. ISO.
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Figure S1: Isoproterenol (ISO) alone or combined with losartan (LOS) or with spironolactone
(SPI) did not modify the vasorelaxation to acetylcholine (A) or to sodium nitroprusside (B) com-
pared with control group (CT). Two-way ANOVA (n=4-12 in each experimental group).
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Figure S2: Losartan (LOS) treatment did not ameliorate the impaired NO bioavailability
induced by 7-day isoproterenol treatment (ISO). Aorta from ISO-treated rats showed reduced
diaminofluorescein (DAF-2) fluorescence indicating reduced NO levels that were not modified
by co-treatment with LOS. Representative fluorescent images of DAF-2 are shown in left side of
bar graph (20x. white bar=100 um). Bar graphs represents mean = SEM: number of animals used
in each group is indicated in the bars. Two-way ANOVA: p<0.05 * vs. CT: + vs. LOS.
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Figure S3: Ser1177 (A, B) and Thr495 (C, D) eNOS phosphorylation in thoracic aorta from con-
trol (CT) and isoproterenol (ISO) groups without or with treatment with spironolactone (SPI) or
(LOS). Phospho-eNOS was quantified as ratio of total eNOS expression. *P<0.05 vs. CT:

"p<0.05 vs. SPI or LOS: Two-way ANOVA. Number of animals used in each group is showed
into the bars.
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Figure S4: Losartan (LOS) treatment did not ameliorate vascular oxidative stress induced
by 7-day isoproterenol treatment (ISO). Oxidative fluorescent signal to hidroethidine (DHE)
was obtained under basal condition or incubated with L-NAME (1 mM) in thoracic aortic sec-
tions from CT. ISO. LOS and ISO+LOS groups. Representative fluorescent images of DHE are
shown in left side of bar graphs (20x. white bar=100 um). Bar graphs represent mean = SEM:
number of animals used in each group is indicated in the bars. Two-way ANOVA: p<0.05 * vs.
CT: + vs. LOS: 7 vs. basal condition.
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(CT) and 1soproterenol (ISO) groups. Upper panels show representative blots. Data represent
mean = SEM: number of animals is indicated into the bars. Student’s #-test: p>0.05.
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Divergent phenotypes between the perivascular adipose tissue (PVAT) surrounding the
abdominal and the thoracic aorta might be implicated in regional aortic differences,
such as susceptibility to atherosclerosis. Although PVAT of the thoracic aorta exhibits
anti-contractile function, the role of PVAT in the regulation of the vascular tone of
the abdominal aorta is not well defined. In the present study, we compared the
anti-contractile function, nitric oxide (NO) availability, and reactive oxygen species
(ROS) formation in PVAT and vessel walls of abdominal and thoracic aorta. Abdominal
and thoracic aortic tissue from male Wistar rats were used to perform functional
and molecular experiments. PVAT reduced the contraction evoked by phenylephrine
in the absence and presence of endothelium in the thoracic aorta, whereas this
anti-contractile effect was not observed in the abdominal aorta. Abdominal PVAT
exhibited a reduction in endothelial NO synthase (eNOS) expression compared with
thoracic PVAT, without differences in eNOS expression in the vessel walls. In agreement
with this result, NO production evaluated in situ using 4,5-diaminofluorescein was less
pronounced in abdominal compared with thoracic aortic PVAT, whereas no significant
difference was observed for endothelial NO production. Moreover, NOS inhibition
with L-NAME enhanced the phenylephrine-induced contraction in endothelial-denuded
rings with PVAT from thoracic but not abdominal aorta. ROS formation and lipid
peroxidation products evaluated through the quantification of hydroethidine fluorescence
and 4-hydroxynonenal adducts, respectively, were similar between PVAT and vessel
walls from the abdominal and thoracic aorta. Extracellular superoxide dismutase (SOD)
expression was similar between the vessel walls and PVAT of the abdominal and
thoracic aorta. However, Mn-SOD levels were reduced, while CuZn-SOD levels were
increased in abdominal PVAT compared with thoracic aortic PVAT. In conclusion, our
results demonstrate that the anti-contractile function of PVAT is lost in the abdominal
portion of the aorta through a reduction in eNOS-derived NO production compared with
the thoracic aorta. Although relative SOD isoforms are different along the aorta, ROS
formation, and lipid peroxidation seem to be similar. These findings highlight the specific
regional roles of PVAT depots in the control of vascular function that can drive differences
in susceptibility to vascular injury.

Keywords: thoracic aorta, abdominal aorta, nitric oxide, oxidative stress, perivascular adipose tissue, endothelium
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INTRODUCTION

Aortic atherosclerotic lesion and aneurysm are predominant
in the abdominal rather than the thoracic portion of the
aorta, suggesting inherent properties influencing regional aortic
susceptibility to injury; however, the mechanisms involved in this
susceptibility are not well understood. Despite being segments
of the same artery, elastic features, and collagen contents
vary along the aorta, which contribute to the physiological
characteristics of pulse wave and blood distribution (Sokolis
et al., 2008; Tsamis et al., 2013). Moreover, although the levels
of endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine
appear to be similar (Oloyo et al., 2012), the mechanisms involved
in the alpha-adrenergic-mediated contraction might differ in the
thoracic vs. the abdominal aorta (Lamb et al., 1994; Asbtin-Bojalil
et al., 2002).

It has been demonstrated that perivascular adipose tissue
(PVAT), an adipose depot surrounding most arteries, plays an
important role in vascular homeostasis (Szasz and Webb, 2012).
PVAT of murine thoracic aorta secretes vasoactive substances,
including adiponectin (Fésus et al., 2007), angiotensin 1-7 (Lee
et al., 2009), leptin (Gélvez-Prieto et al., 2012), H,S (Fang et al.,
2009), and a still unidentified adipocyte-derived relaxing factor(s)
(ADREFs; Fésus et al., 2007; Schleifenbaum et al., 2010; Oriowo,
2015). These vasoactive factors can induce an anti-contractile
effect through endothelial nitric oxide (NO) synthesis and release
(Galvez-Prieto et al., 2012) and/or through activation of vascular
smooth muscle K™ channels (Gao et al., 2007). More recently,
it was also demonstrated that PVAT from the thoracic aorta
expresses the endothelial isoform of NO synthase (eNOS; Araujo
et al,, 2015; Xia et al.,, 2016) and produces NO. PVAT-derived
NO mediates relaxation of the adjacent thoracic aortic wall,
indicating NO as a potential ADRF in this vessel (Xia et al., 2016).

Along the aorta, the phenotype of the PVAT is distinguished.
Abdominal aorta PVAT resembles the phenotype of white
adipose tissue (WAT), while fat surrounding the thoracic aorta
shares the characteristics of brown adipose tissue (BAT; Police
et al., 2009; Fitzgibbons et al., 2011). In addition, the expression
levels of inflammatory genes and markers of immune cell
infiltration are greater in abdominal PVAT than in thoracic PVAT,
suggesting that the WAT phenotype is more pro-inflammatory
and atherogenic than the BAT phenotype in PVAT (Padilla et al.,
2013). Accordingly, PVAT from human coronary arteries with
the WAT phenotype exhibits a pro-inflammatory profile with
reduced adiponectin levels compared to BAT subcutaneous and
peri-renal adipocyte depots (Chatterjee et al., 2009).

Although the anti-contractile and anti-inflammatory effects
of thoracic aortic PVAT are well-known, the possible role of
PVAT regulating the vascular reactivity and redox status of the
abdominal aorta is still poorly understood. A previous study
demonstrated that the anti-contractile effect of abdominal aortic
PVAT is less pronounced when compared to the thoracic portion
of the aorta (Watts et al., 2011). However, the mechanism
involved in this regional difference remains unclear. This
study aimed at investigating the comparative effects of thoracic
vs. abdominal aortic PVAT on anti-contractile function, the
oxidative profile, and NO synthesis and availability.

METHODS

Animals

All animal procedures were in accordance with the ethical
principles for animal experimentation adopted by the Brazilian
Society of Laboratory Animal Science (SBCAL/COBEA) and
were approved by the Ethics Committee on Animal Use of the
University of Campinas—UNICAMP (protocol number: 3523-1)
and of the Institute of Biomedical Science at the University of Sao
Paulo (protocol number 53, sheet 19, book 03).

Experiments were conducted in 3- to 4-month-old male
Wistar rats (Multidisciplinary Center for Biological Research,
UNICAMP) maintained at a constant room temperature (22—
24°C) and light cycle (12:12 h light:dark) with food and water
allowed ad libitum to all animals. At the time of the experiments,
animals were euthanized under anesthesia (ketamine 80 mg/kg
and xylazine 5 mg/kg; i.p.).

Vascular Reactivity Study

Thoracic and abdominal aorta were isolated, placed in Petri
dishes with cold Krebs-Henseleit solution (in mM: 118 NaCl, 4.7
KCI, 25 NaHCO3, 2.5 CaClz—ZHzo, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4—
7H,0, 11 glucose and 0.01 EDTA) and sectioned into 3-mm
rings with or without PVAT. In some experiments, endothelial
cells were removed by gently rolling the preparation back
and forth with a needle. Rings were mounted at a resting
tension of 1g in an organ chamber bath (Panlab Harvard
Apparatus, Cornella - Barcelona, Spain) containing Krebs-
Henseleit solution continuously aerated with 95% O,, 5%
CO;, (pH = 7.4; 37°C) as previously described (Davel et al.,
2006, 2008). Isometric tension was recorded using an isometric
force transducer (MLT0420, AdInstruments) connected to
an acquisition PowerLab 8/30 system for tension recording
(LabChart 7, AdInstruments).

After a 30-min equilibration period, all aortic rings were
initially exposed twice to 75mM KCl, the first to check their
functional integrity and the second to assess the maximum
contractility. Following the wash, vascular reactivity was
investigated with cumulative concentration-response curves to
acetylcholine (0.1nM - 10 pM) in vessels contracted with
phenylephrine (1 pwM). Endothelial denudation was confirmed
by acetylcholine-induced relaxation <10%. After the samples

TABLE 1 | Potency (—LogEC50) and maximal response (Rmax) values to
phenylephrine-induced contraction in thoracic and abdominal aortas with
(+) or without (-) endothelium (E) and perivascular adipose tissue (PVAT).

Thoracic aorta Abdominal aorta

Rmax (MN/mm) -LogEC50 Rmax (mN/mm) -LogEC50
PVAT—E+ 41+0.3(8) 6.6 +£0.04(8) 10.5+1.2(9) 6.3+0.50(9)
PVAT+E+ 1.5+0.1%(7)  5.94+0.09%7) 9.4+1.5(8) 6.6+0.37(8)
PVAT—E— 10.1 £1.2(5) 7.5+0.15(5) 11.8+0.9(5) 7.0+0.63(5)
PVAT+E— 7.0+08%7) 6940127  11.6+£306) 7.2+0.226)

Data are expressed as the means + SEM; the number of animals is indicated in the
parenthesis. Student’s t-test, P < 0.05: *PVAT+/E+ vs. PVAT—/E+; *PVAT+/E— vs.
PVAT—/E—.
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FIGURE 1 | Loss of the anti-contractile effect of perivascular adipose tissue (PVAT) in the abdominal aorta with or without endothelium.
Concentration-response curves to phenylephrine (A,B) and acetylcholine (C,D) in rat thoracic (left panel) and abdominal (right panel) aorta with (+) or without (—)
endothelium (E) and PVAT. Data are expressed as the means + SEM; the number of animals (n) is indicated in parentheses. Two-way ANOVA, P < 0.05: *PVAT+/E+
vs. PVAT—/E+; #PVAT-+/E— vs. PVAT—/E—.

were washed, the contractile response to phenylephrine (1 nM -
10 wM for thoracic aorta and 1 nM - 100 uM for
abdominal aorta) was evaluated. Some aortic rings with PVAT
and without endothelium were incubated with NO synthase
inhibitor L-NAME (100 wM) for 30 min prior to phenylephrine
concentration-response curves.

At the end of the experiments, the length of each ring
was measured. Vasoconstrictor responses to phenylephrine are
expressed as mN/mm. Relaxation responses to acetylcholine
are expressed as the percentage of relaxation of the contractile
response induced by phenylephrine (1 wM).

Nitric Oxide (NO) and Reactive Oxygen

Species (ROS) Evaluation In situ

Thoracic and abdominal aortic tissues with their respective
coated PVAT were isolated, placed in Petri dishes with cold
Krebs-Henseleit solution, cleaned and sectioned into 3-mm
rings. Next, in a dark chamber, aortic segments were incubated
for 30 min with Krebs-Henseleit solution (pH = 7.4, 37°C)
plus 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2, 10 wM) or with
dihydroethidium (DHE, 2 uM) for NO and ROS measurement,
respectively, as previously described (Gil-Ortega et al., 2014).
Some aortic segments were co-incubated with DAF-2 plus
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FIGURE 2 | Reduced eNOS expression and NO availability in abdominal vs. thoracic perivascular adipose tissue (PVAT). (A) eNOS protein expression in
vessel walls and PVAT from thoracic (THO) and abdominal (ABD) aorta. Representative blots and Ponceau S staining were demonstrated at the upper panels of the
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FIGURE 2 | Continued

figure and densitometric analysis is expressed as a fold change of THO expression at the bottom panel. (B) Top panels-Representative fluorographs of
4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2) signal obtained in transverse sections of vessel walls and PVAT from THO and ABD aortic tissues in the absence (upper
panel) and presence (lower panel) of L-NAME. Scale bar = 100 um (20X objective). Bottom panel-Quantified NO availability, measured as DAF-2 fluorescence
intensity in the endothelial layer and PVAT of THO and ABD aorta. (C) Concentration-response curves to phenylephrine in rat thoracic (left panel) and abdominal (right
panel) aorta without (—) endothelium (E) and with (+) PVAT in the absence or presence of L-NAME. Data are expressed as the means + SEM; the number of animals is
indicated in the bars or in parenthesis. Student’s t-test, P < 0.05: *ABD vs. THO PVAT; Two-way ANOVA, P < 0.05: & PVAT+E— vs. PVAT+E— L-NAME.

L-NAME (1 mM) to evaluate the specific generation of NO
from NO synthase or with DHE plus MnTMPyP (25 uM), a
cell-permeant superoxide dismutase (SOD) mimetic, to evaluate
superoxide anion formation. Subsequently, the aortic segments
with PVAT were fixed in 4% paraformaldehyde for 4h and
then embedded in freezing medium (Tissue-Tek, Sakura Finetek,
Torrance, CA). Transverse sections (20 pwm thick) of frozen
arteries were obtained on a cryostat. Digital images were collected
on a microscope (Nikon, Chiyoda-ku, Tokyo, Japan) equipped
with epifluorescence and fluorescein/rhodamine filters using a
20X objective. The images were analyzed using Image] software
(NIH, Bethesda, MD, USA). NO availability was evaluated
by DAF-2 mean optical density of the fluorescence in the
endothelium and PVAT, and ROS production were analyzed
based on the integrated density of the DHE fluorescence
normalized by the number of nuclei labeled with ethidium
bromide (EB-positive nuclei) in the vascular wall segment of the
aorta and its respective PVAT.

Western Blotting

Total protein extracts were obtained from abdominal and
thoracic aortic samples and their respective PVAT depots. Tissues
were homogenized in cold RIPA lysis buffer (Merck Millipore,
Billerica, MA, USA) containing phenylmethylsulfonyl fluoride
(1 mM PMSEF), NazVOy4 (1 mM) and protease inhibitor cocktail
(2 wL/mL PIC, Sigma-Aldrich).

Protein extracts (75 pg) were separated by SDS-PAGE, and
proteins were transferred to PVDF membranes (GE HealthCare,
Little Chalfont-Buckinghamshire, UK) using a Mini Trans-
Blot Cell system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) containing
25mM Tris, 190 mM glycine, 20% methanol and 0.05% SDS.
Membranes were blocked for 90 min at room temperature with
5% albumin in Tris buffer (10 mM Tris, 100 mM NaCl and
0.1% Tween 20). Membranes were then incubated overnight
at 4°C with the primary antibodies anti-eNOS (1:750; BD
Transduction, Franklin Lakes, NJ, USA), anti-EC-SOD (1:1,000;
Enzo Life Science, Farmingdale, New York, USA), anti-Mn-SOD
(1:1,000; Enzo Life Science), anti-CuZn-SOD (1:5,000; Sigma
Aldrich), and anti-4-hydroxynonenal (4-HNE; 1:2,000; Abcam,
Cambridge, UK).

After washing, membranes were incubated for 90 min with
a peroxidase-conjugated IgG antibody specific for the primary
antibody used. Protein expression was detected with Pierce ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA), and the membranes were subjected to autoradiography
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare). The blots were
digitized, and intensity was quantified using Image] 1.46p
software (National Institutes of Health). Ponceau staining was

used to normalize expression of the evaluated proteins in each
sample.

Drugs

Acetylcholine chloride, phenylephrine hydrochloride, L-NAME,
and DAF-2 were purchased from Sigma-Aldrich CO (Saint Louis,
MO, USA). MnTMPyP was purchased from Calbiochem (Merck
Millipore). DHE was purchased from Invitrogen (Grand Island,
NY, USA).

Statistical Analysis

Results are expressed as the means == SEM. Data were analyzed
using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Corp.,
USA). Concentration-response curves were analyzed using
two-way ANOVA followed by the Bonferroni’s post-test. For
comparisons between abdominal and thoracic aortic samples in
the same condition, the Student ¢-test was used. Values of P <
0.05 were considered significantly different.

RESULTS

PVAT Exerts an Anti-Contractile Effect in
the Thoracic but Not the Abdominal Aorta

To determine the anti-contractile effects of PVAT in thoracic and
abdominal aortic tissues, we performed concentration-response
curves to phenylephrine in rings with (open symbols) or without
(filled symbols) PVAT in intact (circle) or denuded (triangle)
endothelium. Thoracic aortic rings with PVAT and intact
endothelium (PVAT+E+) presented a significant reduction in
potency and maximal response to phenylephrine when compared
to rings without PVAT (PVAT—E+; Figure 1A and Table 1).
Although the endothelium damage increased the phenylephrine-
induced contraction (compare PVAT—/E+ vs. PVAT—/E—,
Figure 1A), the anti-contractile effect of PVAT was still observed
in endothelium-denuded rings. Thus, the presence of PVAT
(PVAT+E—) in endothelium-denuded rings also reduced both
the potency and maximal response to phenylephrine when
compared to rings without PVAT and endothelium (PVAT—E—;
Figure 1A and Table 1). In contrast, the presence of PVAT did
not alter the phenylephrine-induced contraction in either intact
or denuded endothelium abdominal aortic rings (Figure 1B and
Table 1).

KCl-induced contractions were similar in both thoracic and
abdominal aortic segments without (PVAT—E+; THO: 8.0 & 0.5
vs. ABD: 8.7 &+ 0.4 mN/mm) or with PVAT (PVAT+E~+; THO:
9.4 £0.5vs. ABD: 7.7 £ 0.5 mN/mm).

We also assessed the endothelium-dependent relaxation
response to acetylcholine in thoracic and abdominal aorta.
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FIGURE 3 | Continued

indicated in the bars of the graph. Student’s t-test.

evaluated at the basal level and in the presence of the SOD mimetic MNTMPyP. Scale bar = 100 pm (20X objective). Values of the integrated density of
hydroethidine-positive (EB-positive) nuclei fluorescence were normalized to nuclei number, which was analyzed by DAPI staining in each sample. (B) Expression of
4-hydroxynonenal (4-HNE) adducts in vessel walls and PVAT from ABD and THO aorta. Representative blots and Ponceau S staining were demonstrated at the right
panel and densitometric analysis is expressed as the fold change of THO expression (left panel). Data are expressed as the means + SEM; the number of animals is

As expected, endothelium damage blocked the vasodilatation
induced by acetylcholine in both thoracic and abdominal
aorta (Figures 1C,D). However, no effects of PVAT on the
acetylcholine-induced relaxation were observed in either thoracic
or abdominal aorta (Figures 1C,D).

eNOS Expression and NO Availability Is
Impaired in PVAT of the Abdominal Aorta

There was a non-significant trend (p < 0.07) toward reduced
eNOS protein expression in the abdominal when compared to
the thoracic aorta (Figure 2A), whereas abdominal PVAT showed
a 60% reduction in eNOS expression compared with thoracic
PVAT (Figure 2A). In accordance with these data, NO availability
evaluated based on DAF-2 fluorescence was not significantly
altered in the endothelium of abdominal vs. thoracic aorta (p <
0.053), but abdominal PVAT showed a decrease in NO availability
of 34% compared with thoracic PVAT (Figure 2B). L-NAME
incubation significantly reduced NO bioavailability in both the
endothelium and PVAT of abdominal and thoracic portions of
aorta (Figure 2B).

The role of NO-derived from PVAT on phenylephrine-
induced contraction was evaluated by the L-NAME incubation
in thoracic and abdominal PVAT+E— rings. L-NAME increased
the potency and maximal response to phenylephrine in thoracic
(Rmax: PVAT+/E— = 8.7 + 0.3 vs. PVAT+/E— L-NAME = 10.5

+ 04 mN/mm, p < 0.05 —LogEC50: PVAT+/E— = 6.6
£ 0.12 vs. PVAT4+/E— L-NAME = 7.0 + 0.07, p < 0.05)
but not in abdominal aorta (Rmax: PVAT4+/E— = 109 +

0.1 vs. PVAT4+/E— L-NAME = 11.6 £ 0.4 mN/mm, p>0.05;
—LogEC50: PVAT+/E— = 6.7 £ 0.15 vs. PVAT4+/E— L-
NAME = 6.9 £ 0.08, p > 0.05; Figure 2C).

ROS Production and Lipid Peroxidation Did
Not Vary along the Aorta

ROS production was detected based on DHE fluorescence
(Figure 3A), and lipid peroxidation was evaluated based on the
expression of 4-HNE adducts (Figure 3B). ROS production was
almost fully inhibited by MnTMPyP in abdominal and thoracic
aorta, suggesting superoxide as the main ROS evaluated in
situ by DHE fluorescence in both the vascular wall and PVAT
(Figure 3A). Both ROS production and lipid peroxidation were
similar in abdominal and thoracic aortic tissues and PVAT
(Figures 3A,B).

Anti-Oxidative Profiles of Abdominal and
Thoracic Aortic Tissue and PVAT

The protein expression levels of SOD isoforms were investigated
in abdominal and thoracic tissues. EC-SOD did not differ
between abdominal and thoracic aortic tissues and PVAT

(Figure 4A), while reduced Mn-SOD expression was detected
in abdominal compared with thoracic PVAT, without changes
in the vascular wall (Figure4B). In contrast, CuZn-SOD
expression was increased in abdominal PVAT compared to
thoracic PVAT, with no regional differences in the aortic wall
(Figure 4C).

DISCUSSION

The present results showed that: (1) the anti-contractile effect
of PVAT on alpha-adrenergic-induced contraction observed in
thoracic aorta is completely lost in the abdominal section, (2)
there is a significant reduction in eNOS-derived NO production
in PVAT but not in the endothelium of the abdominal vs. the
thoracic aorta, and (3) ROS production and lipid peroxidation
levels appear to be similar along the aorta, although the relative
expression levels of SOD isoforms are different. Therefore, a
minor contribution of NO in the abdominal vs. the thoracic
adipose depot, rather than changes in redox status, might be
involved in the functional regional differences along the aorta.

Anti-contractile effects of murine thoracic periaortic fat have
been demonstrated in response to several contractile agonists,
including phenylephrine, serotonin and angiotensin II (Lohn
et al,, 2002; Fésus et al, 2007; Gao et al, 2007; Lee et al,
2011; Sun et al, 2013; Araujo et al,, 2015). Importantly, the
endothelium contributes to the anti-contractile effect of PVAT
in the response to angiotensin II (Galvez-Prieto et al., 2012),
while it only attenuates or does not alter its effect on the alpha-
adrenergic mediated contraction in the thoracic aorta (Gao et al.,
2007; Lee et al., 2009, 2011). In agreement with these data, both
endothelium and PVAT, independently of each other, restrain the
contractile response to phenylephrine in the thoracic aorta. In
contrast, in the abdominal aorta, only the endothelium exerted an
anti-contractile effect in the phenylephrine-induced contraction.
These data are consistent with previous data demonstrating anti-
contractile effects of endothelium-derived NO in both thoracic
and abdominal aortic tissues (Kleinbongard et al., 2013), while
the anti-contractile function of periaortic fat on the angiotensin
II-induced contraction is impaired in the abdominal section
(Watts et al., 2011).

Although the contractile response to phenylephrine varies
along the aorta, endothelium-dependent relaxation levels
induced by acetylcholine were similar in abdominal and thoracic
aorta. Similar relaxation responses to acetylcholine were also
observed in abdominal vs. thoracic sections of aorta in male
Sprague-Dawley rats (Oloyo et al., 2012). In addition, PVAT did
not play a role in the aortic relaxation response to acetylcholine,
as previously demonstrated (Ketonen et al., 2010; Galvez-Prieto
etal., 2012).
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FIGURE 4 | Continued

and cytoplasmatic CuZn-SOD (C) in vessel walls and perivascular adipose
tissue (PVAT) from THO and ABD aorta. Representative blots and Ponceau S
staining were demonstrated at the upper panels of the figures and
densitometric analysis is expressed as the fold change of THO expression at
the bottom panel. Data are expressed as the means + SEM; the number of
animals is indicated in the bars of the graph. Student’s t-test, P < 0.05: *ABD
vs. THO PVAT.

NO availability using DAF-2 fluorescence was previously
demonstrated in PVAT of mouse mesenteric arteries (Gil-Ortega
et al., 2010) and thoracic aorta (Xia et al.,, 2016). Here, for the
first time, we demonstrated that NO availability in PVAT was
significantly reduced in abdominal vs. thoracic aorta, whereas
endothelium-derived NO levels were similar between the two
portions of the aorta. The reduction in DAF-2 fluorescence
in the abdominal periaortic fat was accompanied by a similar
magnitude of reduction in eNOS expression in this tissue, while
eNOS expression in the endothelium remained the same along
the aorta. Reinforcing these results, it is interesting to observe
that in PVAT preserved but endothelium denuded abdominal
aortic rings the inhibition of NO synthesis did not change the
phenylephrine-induced contraction, while it was increased in
thoracic aortic rings. The cell-specific localization of the higher
eNOS protein expression in thoracic aortic PVAT remains to
be elucidated. Because microvessels are present throughout the
thoracic PVAT, we cannot rule out endothelial cells from these
vessels as a source of NO in PVAT, albeit the vast majority of
eNOS positive cells in PVAT are adipocytes (Xia et al., 2016).

It is known that the abdominal aorta exhibits a different PVAT
phenotype compared to the thoracic aorta: while abdominal
PVAT exhibits a phenotype of pro-inflammatory fat, thoracic
periaortic fat shares characteristics of BAT (Padilla et al,
2013). Interestingly, enlargement of lipid droplet morphology
has been observed in thoracic periaortic fat from obese mice
(Fitzgibbons et al., 2011). This change in phenotype induced
by a high-fat diet is accompanied by a significant reduction
in PVAT-derived NO production related to decreased eNOS
phosphorylation (Xia et al., 2016). However, aerobic exercise
training can overbrowning and enhances the eNOS expression
in thoracic PVAT (Araujo et al, 2015). These studies support
the hypothesis that physiological white fat depots surrounding
the abdominal aorta may not exhibit a significant anti-contractile
function due to less pronounced eNOS expression and NO
production and/availability.

In the absence of PVAT and endothelium, abdominal and
thoracic portions of the aorta exhibit similar raw forces in
response to phenylephrine, suggesting both as major mechanisms
involved in the regional contractile differences along the aorta.
However, we cannot exclude other intrinsic factors. Although
contraction in response to phenylephrine of rat abdominal
and thoracic aorta is mediated via alphalD-adrenergic receptor
subtype (Asbun-Bojalil et al., 2002), prostanoids derived from
smooth muscle cells contribute to contraction only in the
abdominal aorta (Lamb et al., 1994). In addition, distal aortic
segments are stiffer than proximal ones (Sokolis et al., 2008;
Devos et al., 2015), although the mechanisms underlying this
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regional difference within the aorta is not fully established.
Previous study has shown that impairment of eNOS activity is
an important mechanism inducing vascular extracellular matrix
remodeling in a model of abdominal aortic aneurism (Gao et al.,
2012). Therefore, the substantial reduction in NO availability
observed in the present study at the abdominal aorta might be
arelevant factor implicated in the susceptibility of this part of the
aorta to vascular injury.

It is well-known that NO availability is impaired by
the spontaneous reaction of NO with superoxide anion
causing the generation of peroxynitrite, a potent oxidant with
potential cytotoxicity. Gil-Ortega et al. (2014) demonstrated
that an enhanced superoxide generation in PVAT surrounding
mesenteric arteries of obese mice is associated with a loss of
the anti-contractile effect of PVAT on the contractile response
of mesenteric arteries to noradrenaline. Therefore, we attempted
to investigate whether oxidative differences along the aorta
could be involved in the impaired anti-contractile function and
NO availability noted in the abdominal aorta. Interestingly, no
regional differences were noted in either superoxide generation,
based on DHE fluorescence, or lipid peroxidation, assessed based
on the presence of 4-HNE-protein adducts between the vascular
wall and PVAT of abdominal and thoracic portions of the aorta.
Early dysfunction of thoracic aortic PVAT was associated with
increased lipid peroxidation, evaluated based on the presence
of thiobarbituric acid reactive species (TBARS), in response to
high fructose diet (Rebolledo et al., 2010). However, this change
reflected those reported in abdominal adipose depots (Alzamendi
et al,, 2009), suggesting that they are the consequence of general
rather than local oxidative stress involved in the PVAT control of
vascular function.

The major enzymatic control of superoxide anion levels in the
vessel wall is exerted by SOD isoforms (Faraci and Didion, 2004).
SOD activity was also detected in PVAT of murine mesenteric
arteries and thoracic aorta, playing an important role in the redox
status of vascular wall (Rebolledo et al., 2010; Gil-Ortega et al.,
2014). SODs convert superoxide anion into hydrogen peroxide,
thereby protecting NO availability and signaling. Although the
three isoforms of SOD catalyze the same reaction, they differ
in both localization and their importance for vascular function.
Here, we noted similar patterns of SOD expression between the
abdominal and thoracic aortic walls. However, in comparison
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Anexo D — Avalia¢do da produgdo de NO e EROs no PVAT aodrtico de animais eutanasiados
entre 18-20h.
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Figura Anexo D1.Avaliacdo da producdo de NO pela fluorescéncia a diaminofluoreceina
(DAF) no tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta tordcica em resposta a exposi¢cao in
situ com isoproterenol (ISO; 1 uM) ou veiculo por 15 min (A), 6 h (B), 12h (C) e 24h (D). As
barras representam média £ EPM. O niimero (n) de animais estd indicado dentro das barras.

Teste ¢ de Student: *P<0,05 vs. veiculo. Imagens representativas de DAF (10X) estdo

apresentadas em E. Barra branca= 50 um
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Figura Anexo D2. Avaliagdo da producdo de EROs pela fluorescéncia a dihidroetidina

(DHE) no tecido adiposo perivascular (PVAT) da aorta toracica em resposta a exposi¢ao in
situ com isoproterenol (ISO; 1 uM) ou veiculo por 15 min (A), 6 h (B), 12h (C) e 24h (D). As
barras representam média £ EPM. O niimero (n) de animais estd indicado dentro das barras.
Teste ¢ de Student: *P<0,05 vs. veiculo. Imagens representativas de DHE (10X) estao

apresentadas em E. Barra branca= 50 pm.
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ANEXO E

ool sl

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado Possivel interacéo entre
estimulacdo -a ica e do do rece i rticoide
em células endoteliais, musculares lisas e do tecido adiposo perivascular
(protocolo CEUA/UNICAMP n° 3523-1(A)/2017). de responsabilidade da Profa.
Dra. Ana Paula Couto Davel e Jamaira Aparecida Victorio, teve o titulo
alterado para Es itos da hiperativacdo dos re res beta-

adrenérqi n i rivascu aa ic ;

Este documento & valido apenas se apresentado junto com o certificado
emitido originalmente pela CEUA/UNICAMP em 10/08/2017
Campinas, 23 de janeiro de 2017

/ ¢
g < M encer

L/\}’( TM A \/E{\{ }’\ AL ) “/ \
] ."1 :
" Dr. Wagner José Favaro Fatima Alonso
g:g;iznxg . | Secretaria Executiva

ATUNICAM Tolelone (19) 3521.6355
Cole ' o E.maé :amvsn@uut'a'rp x)
b hitp [www & unicamp O Co0
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ANEXO F

&

W A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada zmu_immum_unmumm_msy_m_

_&M regisirada com o r* 3823-1(AV2017, sob a responsabiidade de Profa, Dra, Ans

Paula Couto Davel e Jamaira Aparecida Victorio, que envolve a produgéo, manutengdo ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica

(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N°® 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso clentifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual

de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 1°, de agosto de 2017,
Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 15/03/2014-15/03/2018

Vigéncia da autorizagdo para manipulagdo
animal:

10/08/2017-15/03/2018

" Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 160
Idade / Peso: 30 dias / 60g

' Sexo: Machos
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovacado pela CEUA/UNICAMP n&o dispensa autorizagdo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 10 de agosto de 2017.

Bwy) -
Fatima Alo{so
Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengiio ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
apés o encerramento de sua vigéncia, O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, drea do
pesquisador responsavel. A ndo apresentacio de relatdrio no prazo estabelecido impedird que novos protocolos

sejam submetidos,
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ANEXO G

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
ESTUDO DOS EFEITOS DA HIPERATIVAGAO DOS RECEPTORES BETA-
ADRENERGICOS NO TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR DA AORTA TORACICA
DE RATOS, n3o infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de
qualquer editora.

Campinas, 22 de margo de 2018

"
Assinatura : \UomauAce 2y, \,//ic s
Nome do(a) autor(a): Jamaira ’Aparecida Victorio
RG n.° 40598564-2

Assinatura : C'—/n’/ﬂﬁ

Nome do(a) orientador(a): Ana Paula Couto Davel
RG n.° 1326305
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