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RESUMO
A disfuncdo vascular desempenha papel fundamental no desenvolvimento da sepse. O endotélio
¢ conhecido por sua agdo neste contexto, porém, a agao do tecido adiposo perivascular (PVAT)
nesta disfunc¢ao ¢é relativamente desconhecida. O trabalho foi desenvolvido utilizando modelo
de sepse experimental, induzida por ligadura e perfuracio do ceco (CLP) e incuba¢do com LPS.
A resposta contratil de aorta toracica e artéria mesentérica superior obtidas de ratas sépticas
com o PVAT mantido (PVAT+) ou removido (PVAT-) e de artérias de resisténcia de
camundongos incubadas com LPS foi avaliada frente a noradrenalina. Sondas fluorescentes
foram utilizadas para a avaliagdo da producdo de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés oxygen reactive species) pelo PVAT. Também, através de técnica de
imunofluorescéncia, foi avaliada a expressdao das enzimas 6xido nitrico sintases (NOS) e de
receptores B3- adrenérgicos, além da S-nitrosilagdo de proteinas, através do ensaio de biotin
switch. Aorta e artéria mesentérica superior dos animais sépticos PVAT+ mostraram uma
resposta contratil diminuida, quando comparada com os vasos PVAT-. O PVAT da aorta
produziu NO, enquanto o PVAT da mesentérica produziu ROS durante a progressao da sepse.
O PVAT de artérias de resisténcia incubado com o LPS também causou relaxamento destes
mesmos vasos. O PVAT da aorta e da mesentérica apresentou aumento na expressdo da
1soforma neuronal da NOS (NOS-1). Houve aumento da nitrosilacdo de proteinas apenas no
PVAT da aorta. Experimentos cruzados, onde os vasos eram provenientes de animais saudaveis
e o PVAT de animais saudaveis ou de animais sépticos, mostraram L-NAME, ODQ e
antagonista 33- adrenérgico reverteram o efeito anticontratil aumentado do PVAT de animais
sépticos na aorta. Nenhum destes compostos reverteu este efeito na mesentérica superior, o qual
foi revertido pelo uso de tempol. O PVAT contribui para o aumento do efeito anticontratil em
vasos sépticos e 0s mecanismos parecem diferir entre os vasos: enquanto no PVAT da aorta o
efeito parece depender da ativagdo de receptores [B3-adrenérgicos e NO, no PVAT da
mesentérica, a formagao de ROS parece ser mais relevante; ainda nao se tem informagdes sobre
0os mecanismos anticontrateis do PVAT de artérias de resisténcia. Independente dos
mecanismos, 0 PVAT participa da disfungdo vascular da sepse e pode ser um alvo importante

para futuros tratamentos desta condigao.

Palavras-chave: tecido adiposo perivascular; choque séptico; disfun¢do vascular; oxido

nitrico; espécies reativas de oxigénio



ABSTRACT
Vascular dysfunction plays a key role in sepsis. Endothelium is a relevant player but the role of
perivascular adipose tissue (PVAT) is relatively unknown. The work was developed using cecal
ligation and puncture (CLP) as sepsis model and LPS incubation. The responses of aorta,
superior mesenteric artery and second order mesentery artery to norepinephrine in the presence
or absence of PVAT were evaluated. Fluorescent probes measured nitric oxide (NO) and
reactive oxygen species (ROS) production. NO synthases (NOS) and B3-adrenoceptor
expression were detected by immunofluorescence and S-nitrosylation by biotin switch assay.
Aorta and superior mesenteric arteries from septic animals with intact PVAT showed a
worsened response to the vasoconstrictor compared to vessels without PVAT. The same was
observed in resistance mesenteric artery incubated with LPS. PVAT from aorta produced NO
and ROS whereas PVAT from mesentery artery produced only ROS. Septic aortic PVAT
exhibited a higher density of NOS-1 and NOS-3. S-nitrosylation was found in aortic PVAT.
Donor (PVAT obtained from normal or septic rats): Host (normal vessel without PVAT)
experiments showed that L-NAME, ODQ and -3 adrenergic receptor antagonist blocked septic
aortic PVAT anti-contractile effect. None of these compounds affected mesenteric PVAT and
tempol, but not apocynin, blocked its anti-contractile effect. PVAT contributes to the anti-
contractile effect in aorta and mesenteric artery of septic rats and the mechanisms seems to be
different: B-3 adrenergic receptor and NO appear to be key mediators of this effect in aortic
PVAT, but not in superior mesenteric PVAT where ROS seem to be a relevant mediator; it’s
necessary more information about the mechanism of PVAT in resistance arteries. Therefore,
independent of the mechanism PVAT is a participant of sepsis vascular dysfunction and a

putative pharmacological target to counteract this condition.

Keywords: perivascular adipose tissue; septic shock; vascular disfunction; nitric oxide;

reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO
1.1. O TECIDO ADIPOSO — ASPECTOS GERAIS

O tecido adiposo ¢ formado por diversos tipos celulares, entre eles estdo os adipocitos,
pré-adipécitos, cé€lulas T, macrofagos, nervos, capilares e fibras de colageno (Brown et al.,
2014). Antes considerado apenas um depdsito de triglicerideos, a partir do trabalho pioneiro de
Kathleen Sue Cook e colaboradores (1987) passou a ser reconhecido como um 6rgao endocrino.
Dele sao secretadas diversas substancias ativas que participam da modulacao do metabolismo
sist€émico: citocinas, entre elas a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a,
do inglés tumor necrosis factor-a); e adipocinas, que sdo citocinas secretadas exclusivamente
ou majoritariamente pelo tecido adiposo, que incluem leptina, adiponectina, visfatina, resistina,
apelina, quemerina e omentina. Essas substancias, apds liberadas pelo tecido adiposo, irdo agir
sobre seus receptores, presentes em diferentes tipos celulares, ativando diferentes cascatas de
sinalizacao (Luo e Liu, 2016).

Nos mamiferos, se levarmos em consideracao caracteristicas histologicas e funcionais,
o tecido adiposo pode ser classificado em dois tipos: sdo eles o tecido adiposo branco (WAT,
do inglés white adipose tissue) e o tecido adiposo marrom (BAT, do inglés brown adipose
tissue). O WAT ¢é amplamente distribuido e funciona como o maior deposito de energia
proveniente do metabolismo. Nele, a energia ¢ estocada na forma de triglicerideos e liberada
sob demanda, permitindo que haja intervalos entre as alimentacdes. Neste tipo, os adipdcitos se
apresentam grandes e esféricos, com a maior parte do citoplasma sendo composta por uma
goticula unica de triglicerideo (revisado por Kwok et al., 2016). Ja o BAT ¢ encontrado em
regides restritas, como escapula e torax de mamiferos adultos. Possui maior vascularizagao e
adipdcitos menores, compostos por diversas pequenas goticulas de triglicerideos, além de
diversas mitocondrias que expressam a proteina desacopladora-1 (UCP-1, do inglés uncoupling
protein-1). E responsavel pela termorregulagdo e coordenada pelo sistema nervoso auténomo
simpatico, através dos receptores 3-adrenérgicos (revisado por Cannon e Nedergaard, 2004).
Ha ainda um terceiro tipo, que se forma pela transdiferenciacdo de adipocitos tipicamente
brancos para o fenotipo do tipo marrom em situacdes de adaptag@o (a temperaturas baixas, por
exemplo), sendo chamado de tecido adiposo bege (Rosenwald et al., 2013)

E possivel, ainda, classificar o tecido adiposo quanto a sua localizagdo. Neste caso, pode
ser dividido em tecido adiposo subcutaneo, visceral e perivascular. O tecido adiposo subcutaneo
estd localizado logo abaixo das camadas da pele, enquanto o tecido adiposo visceral ¢
encontrado nas proximidades de drgaos vitais, no peritonio e caixa toracica. Embora ambos em

geral se apresentem na forma de WAT, tem-se mostrado que existem importantes diferencas
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histologicas (Figura 1) e de contribui¢do para o metabolismo, que dependem da sua localizagao
(revisado por Kwok et al., 2016). Experimentos de transplante do tecido adiposo subcutaneo
para a cavidade abdominal, onde normalmente esta o tecido adiposo visceral, mostram que ha
diminui¢do no ganho de peso e melhora no metabolismo da glicose em ratos, indicando um
perfil mais pro-inflamatério do tecido adiposo visceral e mais antiinflamatorio do tecido
adiposo subcutdneo, o que pode ser explicado pela maior producdo de citocinas pro-
inflamatorias e de moléculas envolvidas na imunidade inata por parte do WAT visceral,
havendo uma relacdo positiva entre aumento deste tipo de tecido adiposo e o risco de
desenvolvimento de diabetes, hiperlipidemia e doengas cardiovasculares (Hocking et al., 2008;

Foster et al., 2011; revisado por Lee et al., 2013).

Figura 1. Diferencas do tecido adiposo.

Subcutaneo Visceral Tecido adiposo marrom

Caracteristicas morfoldgicas do tecido adiposo branco subcutaneo (A) e visceral (B); tecido adiposo
marrom (C) de camundongo. A marcagao histologica por hematoxilina-eosina mostra que os depositos
de WAT diferem no tamanho: depositos subcutineos sdo mais heterogéneos, contendo tanto adipocitos
uni e multiloculares, enquanto os depdsitos viscerais sdo mais uniformes e contém adipocitos
uniloculares; o BAT ¢ muito diferente do tecido adiposo branco, apresentando adipdcitos menores, com
goticulas lipidicas multiloculares (Adaptado de Berry e al., 2013).

Ja o tecido adiposo perivascular (PVAT), ¢ aquele que envolve os vasos periféricos,
encontrando-se na sua por¢do mais externa (Figura 2). Sua composi¢do varia dependendo da
localizagdo anatdmica e, devido a sua posi¢cdo extremamente proxima aos vasos, desempenha

funcao estrutural e de prote¢ao mecanica (revisado por Gil-Ortega ef al., 2015). Somado a isso,
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tem crescido a quantidade de trabalhos cientificos mostrando que o PVAT também produz e
libera substancias com fungdes paracrinas e enddcrinas, apresentando importante contribui¢ao
para o tonus vascular (revisado por Brown et al., 2014). Estudos utilizando ferramentas
genéticas mostram que o PVAT difere do tecido adiposo branco e marrom em sua origem.
Chang e colegas (2012) mostraram que o cruzamento de camundongos PPAR-y1°¥°x (do inglés
peroxisome proliferator—activated receptor-y) com camundongos knock in para SM22a-Cre
(SM22¢CreRVCrekDy o subsequentemente, com camundongos ApoE™, permitiu a criagio de
animais desprovidos de PVAT (SM22¢<KI/ppARo¥ox/ ApoE~) tanto na aorta quanto nas
artérias mesentéricas, enquanto que o BAT intraescapular e o WAT (gonadal, inguinal e
subcutaneo) mantiveram-se intactos, corroborando com a ideia de que as células precursoras
perivasculares possam ter origem de desenvolvimento diferente dos demais tipos de tecido

adiposo.

Figura 2. Estrutura da parede dos vasos.

@™ ) Célula endotelial

@ Célula muscular lisa

Q Adipécitos

£ Fibroblastos

Endotélio

Muisculo liso vascular

Tecido adiposo

perivascular =~ Fibras de colageno

Q/ Terminais nervosos

A parede dos vasos periféricos € composta por trés camadas principais: a tinica intima, de células
endoteliais; a tinica média, composta por células da musculatura lisa vascular; e a tinica externa ou
adventicia, onde se encontra o tecido adiposo perivascular (Modificada de Zhao et al., 2015).

1.2.  PVATE O SISTEMA CARDIOVASCULAR
Os primeiros relatos sobre a existéncia de func¢des do tecido adiposo perivascular (do
inglés perivascular adipose tissue - PVAT) que vao além da composicao estrutural dos vasos,

ocorreram no inicio dos anos 90, no reconhecido trabalho de Edward E. Soltis e Lisa A. Cassis
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(1991). Estes pesquisadores mostraram, por meio do registro da tensdo isométrica de anéis de
aortas isoladas de ratos, que havia reducdo na resposta vasoconstritora para a noradrenalina
naqueles anéis onde o PVAT era mantido intacto. Este achado foi confirmado mais tarde por
Lohn e colaboradores (2002), que mostraram que a contragdo de anéis de aorta também era
atenuada, na presenca do PVAT, em resposta a outros agentes vasoconstritores, como a
fenilefrina, a angiotensina II e a serotonina e sugeriram, entdo, que havia um fator relaxante
derivado do PVAT (ADREF, do inglés adipocyte-derived relaxing factor), que agiria em canais
de K" do musculo liso vascular favorecendo assim a vasodilatag3o.

A parte da circulagdo cerebral, o PVAT envolve virtualmente todos os vasos sanguineos
periféricos maiores do que 50 um de didmetro (Houben ef al., 2012). De uma maneira geral,
pode-se afirmar que em condicdo fisiologica o PVAT exerce acdo anticontratil, anti-
inflamatoria e antioxidante. Porém, andlises imunohistoquimicas, histologicas e de PCR
revelam que o PVAT apresenta diferentes padroes fenotipicos (Figura 3), variando tanto em
estrutura quanto em fun¢do dependo da sua localizagao e, portanto, ¢ fundamental considerar

essas diferencas regionais durante os estudos a ele relacionados.
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Figura 3. Tipos de tecido adiposo perivascular.
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O PVAT pode ser classificado como branco (pontos amarelos), marrom (pontos marrons) ou bege
(representado pela mistura de pontos amarelos e marrons), dependendo da sua localizagdo anatomica
(Adaptada de Brown et al., 2014).

Os adipécitos que compdem o PVAT cardiaco (aquele que envolve as artérias
corondrias) de humanos apresentam caracteristicas fenotipicas tanto de BAT quanto de WAT
(Sacks et al., 2009; Payne et al., 2012). Como murinos nao apresentam PVAT envolvendo estas
artérias, os estudos referentes a este vaso sdo desenvolvidos utilizando animais de maior porte,
como cdes € porcos que, assim como os seres humanos, possuem PVAT corondrio
(Antonopoulos et al.,, 2017). Sua influéncia na manutencdo do tonus corondrio ainda ¢
controversa. Em um trabalho publicado em 2013, Owen e colaboradores mostraram que a
adicao do PVAT a coronarias “limpas” (ou seja, com o PVAT removido) de porcos saudaveis
permite um aumento na resposta contratil para o cloreto de potassio (KCI), dependente da
quantidade de PVAT adicionado a cuba. Do mesmo modo, estudo utilizando coronéria de caes
constatou haver diminui¢do na dilatagao dependente de endotélio nas coronarias onde o PVAT
foi mantido (Payne et al., 2010), apontando para uma funcao pro-contratil do PVAT neste vaso.
Porém, ¢ importante lembrar que estes estudos foram realizados utilizando animais machos.
Um interessante estudo de Ahmad e colegas (2017) mostrou que o sexo influencia na ag¢ao do

PVAT sobre a manutenc¢ao do tonus de artérias coronarias e a conhecida acao anticontratil sobre
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vasos periféricos pdde ser vista também nas corondrias de porcas, mas ndo na de porcos — o que
indica que o PVAT pode exercer um efeito protetor sobre corondrias de fémeas, o que vai ao
encontro com a menor incidéncia de doengas coronarias em fémeas.

Da mesma maneira que o PVAT coronariano, o PVAT que envolve as artérias renais
apresenta uma mistura de adipocitos caracteristicos de WAT e de BAT. Se porum lado 0o PVAT
destes dois vasos apresenta semelhanca fenotipica, parece que quanto a regulacdo do tonus
vascular ha diferengas. Segundo o recente trabalho de Restini e colaboradores (2018), o PVAT
renal nao exerce qualquer influéncia na contracao da artéria renal de ratos machos, nao havendo
mudan¢as nem na poténcia nem na contracdo maxima para a noradrenalina ¢ a fenilefrina,
apesar de nao haver dados disponiveis sobre a resposta frente a agentes vasoconstritores nao-
adrenérgicos e também de haver um poo/ de catecolaminas disponivel no tecido.

Ja o PVAT dos vasos periféricos, como da aorta - vaso de condutancia - ¢ das artérias
mesentéricas - vasos de resisténcia -, apresenta caracteristicas fenotipicas que diferem entre si,
porém sabe-se que exerce uma agao global anticontratil (Soltis & Cassis, 1991; Gao et al., 2005;
Ayala-Lopez et al., 2017). Na aorta toracica de roedores, o PVAT se apresenta caracteristico
de BAT, ja na aorta abdominal e artérias mesentéricas se apresenta majoritariamente do tipo
branco (revisado por Brown et al., 2014). Padilla e colegas (2013) mostraram que mesmo em
um mesmo vaso a gordura perivascular pode apresentar variagdes fenotipicas, como € o caso
da aorta, onde o PVAT aparece distinto na aorta toracica e abdominal e esta variagdo nao diz
respeito apenas ao fendtipo, mas também as suas acdes paracrinas, ja que a influéncia do PVAT
na contratilidade da aorta abdominal é menor se comparada a toracica e esta diferenga esta
relacionada a uma menor expressao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS-
3) na primeira (Victorio ef al., 2016).

Assim como nas artérias da circulagdo sistémica, o PVAT também age na modulacdo
da homeostase venosa. Na veia cava de ratos, por exemplo, a contragdo ¢ reduzida quando o
PVAT ¢ mantido intacto (PVATH) e este fendmeno € observado tanto para a fenilefrina, quanto
para serotonina e para vasoconstritor mimético de tromboxano A (U 46619) em experimentos
ex vivo. Porém, diferente das artérias, na veia cava a contragdo so ¢ atenuada pelo PVAT na
presenca de endotélio (Lu ef al., 2011).

Como dito, a capacidade de influenciar a contracao vascular atribuida ao PVAT ¢ devida
a producao local e liberacao de moléculas ativas, como citocinas e adipocinas, € também por
apresentar sistema ativo de recaptacao de catecolaminas e sistema renina-angiotensina (SRA).

Algumas das principais substancias provenientes do PVAT com conhecida agdo sobre

o tonus vascular sdo:
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Adiponectina — descoberta em meados da década de 90, esta adipocina de 30
kDa pode ser encontrada em diferentes conformacgdes e exerce seus efeitos sobre
seus receptores AdipoR1 e AdipoR2, membros da familia de receptores de
progesterona e adiponectina Q (PAQR) (Scherer et al., 1995; revisado por
Yamauchi et al., 2014). Tem acdo anti-inflamatoria (Yokota et al., 2000;
Okamoto et al., 2002), de sensibilizacdo a insulina (Lindsay et al., 2002) e
importante acdo vasodilatadora (Fésiis et al., 2003; Hong et al., 2016). Nas
artérias, sua agao anticontratil ocorre pela ativagdo de canais de potassio
dependentes de célcio (BKca), tanto na musculatura lisa vascular quanto por
mecanismos dependentes de endotélio. Esta acdo sobre BKca parece ser mediada
por oxido nitrico (NO), ja que a ligagdo da adiponectina a seus receptores
estimula a produ¢do de AMPK, o qual fosforila e ativa a NOS no musculo liso
e endotélio (Lynch et al., 2013; Almabrouk ef al., 2017).

Leptina — produto do gene ob de adipdcitos, atua como modulador do apetite e
da homeostase energética (Friedman & Halaas, 1999). Sua producdo ¢
proporcional a massa de gordura corporal tanto em animais quanto em humanos
e apresenta conhecida a¢do pré-inflamatoria. Seu papel na manutengdo do tonus
vascular ainda ¢ controverso. Por exemplo, a leptina tem a¢do vasodilatadora
direta em aorta de ratos saudaveis, que ¢ atenuada pela auséncia de endotélio e
pela inibi¢do das NO sintases. Esta mesma acdo direta foi notada em
experimentos utilizando mesentérica superior de ratos, porém o efeito ndo pode
ser inibido com o uso de L-NAME, apontando para uma agdo dependente de
endotélio, mas independente de NO neste vaso (Lembo ef al., 2000). J&4 Momim
e colegas (2006), utilizando artéria mamaria interna e veia safena de individuos
com doenga coronariana, encontraram respostas vasodilatadoras em ambos os
vasos, porém, esta resposta foi independente de endotélio bem como da
producao de NO. Se de um lado a leptina apresenta acao vasodilatadora direta,
de outro, promove uma ag¢ao indireta vasoconstritora, que se da pelo ativag¢ao do
sistema nervoso simpdatico, vista tanto pela administragdo aguda de leptina
intracerebroventricular, quanto pela sua administracdo intravenosa cronica em
ratos saudaveis (Dunbar et al., 1997; Shek et al., 1998). Ainda, quando avaliada
em aorta toracica e artéria pulmonar sem endotélio (E-) de ratos hipertensos, a

leptina apresentou uma a¢do vasoconstritora direta (Gomart et al., 2017). Assim,
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sua influéncia sobre o tonus parece ser dependente do local, do contexto
fisioldgico/fisipatologico e, parece, da espécie.

Oxido nitrico — através de experimentos de RT-PCR, posteriormente
confirmados pelo método de Western Blotting, Dashwood e colegas (2007)
mostraram que o PVAT expressa a isoforma endotelial da NOS-3 e que o nivel
de expressdo desta enzima no PVAT e na veia safena de humanos ¢ semelhante.
O NO ¢ mediador da agdo anticontratil desencadeada por algumas adipocinas. O
efeito endotélio-dependente da adiponectina ¢ dependente de NO, ocorrendo por

meio da fosforilacdo da NOS-3 em residuos de Ser'!”’

, 0 que resulta em ativacao
enzimatica e produ¢ao de NO; este efeito é parcialmente dependente de AMPK
(Chen et al., 2003; Weston et al., 2013). O efeito vasodilatador endotélio-
dependente causado pela leptina também ¢ mediada pelo NO, isso pode ser visto
em animais bem como em pacientes saudaveis, e esse estimulo parece se dar
pela fosforilagdo de Akt, com consequente ativacdo da NOS-3 (Kimura ef al.,
2000; Vecchione et al., 2002; Schinzari et al., 2013). No entanto, a expressao de
NOS-3 pode variar entre PVATs em diferentes localizacdes e este fato ¢
correlato com sua agdo vasodilatadora. No PVAT da aorta abdominal, por
exemplo, a expressdo de NOS-3 estd diminuida em cerca de 60% quando
comparada a do PVAT torécico e, da mesma maneira, a influéncia anticontratil
do PVAT abdominal sobre a aorta abdominal com endotélio preservado (E+)
apresenta-se reduzida (Victorio et al., 2016). Mais recentemente em 2016, Xia e
colegas mostraram que ha expressdao génica das demais isoformas da NO
sintases no PVAT de camundongos.

Perdxido de hidrogénio — enquanto o efeito vasodilatador endotélio-dependente
do PVAT estd majoritariamente atrelado a inducdo da NO sintase e ao aumento
da produgdo de NO, o peroxido de hidrogénio (H.02) tem sido visto como
importante mediador de sua acdo endotélio-independente, através da
subsequente ativacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs). A incubagdo de aorta
sem endotélio (E-) com catalase, com scavenger de H2O> ou com um inibidor da
GCs aumentou a vasoconstricdo para a fenilefrina apenas nos vasos onde o
PVAT foi mantido intacto (Gao et al., 2007). O mesmo efeito foi visto frente a
noradrenalina por Costa e colegas (2016), que demonstraram que as

mitocondrias sdo importante fonte de H2O2 no PVAT de aortas, ja que sua
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incubagdo com desacoplador da cadeia de elétrons diminuiu a produgao final de
H>O: e, assim, o efeito anticontratil de aortas sem endotélio.

V. Sulfeto de hidrogénio — outro mediador gasoso localmente produzido ¢ o H»S.
Fang e colegas (2009) mostraram que o H>S induz vasodilatacdo em aortas de
ratos e também que vasoconstritores como a fenilefrina, angiotensina-II e
serotonina reduzem a producdo de H>S na aorta, porém aumentam a sua
producao e liberacdo pelo PVAT, com consequente agdo paracrina de
vasodilatacdo na musculatura lisa. A inibi¢do da enzima produtora de H»S, a
cistationina-y-ligase (CSE) atenua o efeito anticontratii do PVAT, sem
apresentar acdo nos anéis de vaso sem o PVAT (revisado por Kéhn et al., 2012).

vi. Metil palmitato — fator relaxante produzido pelos adipocitos do PVAT, o éster
metilico do acido palmitico (PAME) e que atua no musculo liso através da
abertura de canais de potassio dependentes de voltagem (K,), efeito este
independente da presenca de endotélio (Lee ef al., 2011). O controle do tonus
arterial pelo PAME ja foi observado em aortas de ratos, bem como em artérias
mesentéricas de humanos e sua atuagdo se d4 majoritariamente pela abertura dos
canais de potassio do subtipo K7 da musculatura vascular (Wang et al., 2018).

vii.  Anion superdxido — sua principal fonte de producio no PVAT ¢é pela enzima
NAD(P)H oxidase. A expressao da subunidade p67phox da enzima € encontrada
em adipdcitos isolados do PVAT. Ensaios utilizando artérias mesentéricas
superiores isoladas de ratos mostraram que o anion superoxido (O2") apresenta
acdo pro-contratil frente a estimulo de campo elétrico (EFS), uma vez que sua
inibicao com a enzima scavanger superdxido dismutase (SOD) exerce atenuacao
na contracdo dos vasos PVAT+, assim como o uso de inibidores de NAD(P)H
oxidase, como a apocinina (Gao et al., 2006). Além da sua producgdo pelos
adipocitos, outra importante fonte de produgdo de O>" no PVAT se da pelos
macréfagos residentes, sendo que sua ativagdo leva ao aumento da produgao de
superdxido e perda da agdo anticontratil do PVAT (Withers et al., 2011).

Além destas, outras adipocinas tém se mostrado relevantes no controle da homeostase
vascular, entre elas estdo a visfatina (Wang et al., 2009), omentina (Yamawaki et al., 2010),
resistina (Langheim et al., 2010) e apelina (Kagota ef al., 2019).

Atualmente existem diversas evidéncias de um sistema adrenérgico completo nos
adipocitos, incluindo a presenca de receptores adrenérgicos, transportadores de catecolaminas

e enzimas metabolizadoras (Lafontan & Berlan, 1993; Pizzinat et al., 1999; Song et al., 2019).
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No que se refere ao PVAT, muito tem sido esclarecido nos ultimos anos. Bulloch & Daly (2014)
mostraram, através de experimento de imunofluorescéncia, que hd marcagao positiva de fibras
nervosas ao anticorpo PGP 9.5, confirmando a presenca de inervacdo no PVAT de artérias
mesentéricas de camundongos. Também, fizeram marcacdes para os receptores o e [3-
adrenérgicos e puderam constatar a presenga de ambos os receptores na gordura perivascular.

Alguns anos antes, em 2011, Loesch & Dashwood utilizaram marcagdes
imunohistoquimicas para mostrar a existéncia de fibras nervosas no PVAT da veia safena de
individuos submetidos ao procedimento de bypass de artéria corondria, também chamado de
ponte de safena. O interesse dos autores em explorar a presenga de inervagdo nestas veias se
deu pela observagdo de que os segmentos que eram usados mantendo-se a gordura perivascular
intacta, apresentavam uma melhor performance apos o implante, o que se traduzia em menor
dano vascular quando comparado ao método tradicional de implantacdo de veias ‘limpas’,
apontando para uma ag¢do vasculoprotetora do PVAT, atribuida a presenca de capilares, da
leptina como um modulador da produgdo de NO, bem como da inervagdo neste tecido (revisado
pelo mesmo grupo - Loesh & Dashwood, 2018).

Por meio de experimentos funcionais, Ayala-Lopez e colegas (2014) notaram que aortas
e mesentéricas de ratos apresentam resposta contratil concentracdo-dependente ao
simpatomimeético indireto tiramina. Isso s6 pode ser observado nos vasos PVAT (+), apontando
para a presenca/producdo local de catecolaminas, o que pode ser confirmado em andlises de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, pela deteccdo de NA, dopamina (DA) e serotonina (5-
HT). Hoje sabe-se que estas catecolaminas podem ser produzidas tanto pelos adipdcitos (Ayala-
Lopez et al., 2015), quanto pela fracdo estromal do PVAT, e.g. macrofagos (Whiters et al.,
2011) e eosindfilos (Whiters et al., 2017).

Além da produgdo de catecolaminas, o PVAT também apresenta um sistema de
recaptacdo funcional. Ayala-Lopez ef al (2015) comprovaram, através de belas imagens de
fluorescéncia, que os adipocitos sdo capazes de captar ASP+ (4-/4-(dimethylamino)-styrl]-N-
methylpyridinium iodide), um substrato fluorescente para transportadores cationicos e tal
captagdo foi reduzida por nisoxetina (inibidor de transportador de noradrenalina - NET),
citalopram (inibidor de transportador de serotonina - SERT), bem como por corticosterona
(inibidor de transportador de cations organicos 3 - OCT3). Contudo, apesar de aparentemente
os 3 transportadores apresentarem alguma influéncia na recaptacao, apenas foi possivel detectar
o RNA mensageiro e a expressdo proteica de OCT3 e, a partir desta e outras evidéncias, supde-
se que o principal mediador de recaptacdo de NA no PVAT seja OCT3 (Ayala-Lopez et al.,
2015; Saxton et al., 2018). Em um recente trabalho publicado por Ahmad e colegas (2019), foi



28

demonstrado que além da recaptagdo de NA, o PVAT também armazena NA em vesiculas,
através de transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT, vesicular monoamine
transporter).

Para tornar completa a presenca de um sistema adrenérgico funcional no PVAT, ¢ sabido
que o estimulo nervoso do PVAT proporciona um efeito vasodilatador, que se da pela ativagao
de receptores P3-adrenérgicos. A ativacdo destes receptores P3-adrenérgicos possibilita a
liberagao de um fator anticontratil derivado do PVAT e este fator parece ser a adiponectina, ja
que este efeito foi abolido em animais knock out para esta adipocina (Saxton et al., 2018).

Embora ainda menos explorado do que o sistema adrenérgico, o sistema renina-
angiotensina (SRA) da gordura perivascular também tem sido visto como uma influéncia sobre
o controle do tonus vascular. Com excecdo a renina, o PVAT apresenta a expressdo génica de
todos os componentes do SRA, incluindo a enzima conversora de angiotensina (ECA),
angiotensina I e II (Ang I e II) e a angiotensina 1-7 (Ang 1-7), bem como os receptores de Ang
I, o AT: e o AT> (Géalvez-Prieto et al., 2008). O uso de inibidor da ECA, assim como de
antagonista do receptor de Ang Il em artérias mesentéricas PVAT (+) submetidas a hipoxia,
reverte a perda da acdo anticontratil apresentada pelo PVAT (Rosei ef al., 2015). Uma das
substancias com efeito anticontratil e anti-inflamatorio do SRA ¢ a Ang (1-7) (revisado por
Jiang et al., 2014). Na veia cava inferior a Ang (1-7) tem sido vista como principal mediadora
da agdo paracrina do PVAT, agindo de maneira endotélio-dependente via receptores Mas,
induzindo a liberagao de NO e sua a¢dao em canais Ky do musculo liso venoso (Lu ez al., 2011).
Recentemente, Nobrega e colaboradores confirmaram a expressdo proteica de receptores para
a angiotensina do tipo 2 (AT2) e, também, de receptores Mas no PVAT de aortas, mostrando
que o PVAT age, independente de endotélio, através de via que envolve as NO sintases
constitutivas e ativagdo de PI3k/Akt (Nobrega ef al., 2019).

Além de suas agdes fisiologicas, tem-se estudado o envolvimento do PVAT em diversos
processos patologicos relacionados ao sistema cardiovascular, como hipertensao (Galvez-Prieto
et al., 2012), aterosclerose (Spiroglou et al., 2010), nas alteragdes vasculares decorrentes da

obesidade (Xia e Lee, 2017), bem como na sepse (Awata ef al., 2019).

1.3.  SEPSE, CHOQUE SEPTICOE A DISFUNCAO CARDIOVASCULAR

A sepse € uma condi¢ao bastante heterogénea e complexa, causada pelo desbalango da
resposta do hospedeiro frente a uma infecgdo (Singer et al., 2016). Segundo registros historicos,
seu termo foi utilizado no contexto médico pela primeira vez nos poemas de Homero, hé mais

de 2700 anos, se referindo ao apodrecimento: sepsis deriva do termo sepo, que significa
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apodrecer. Tal termo também ¢ encontrado na coletanea Corpus Hippocraticum, vinculado ao
legado do médico e filosofo Hipdcrates (400 a.C.), associado a uma deterioracdo bioldgica
perigosa e de mal cheiro que pode acontecer no corpo (revisado por Funk et al., 2009). De 14
pra c4, muito se avangou no entendimento desta condi¢do, porém, sua definicdo clinica
aconteceu apenas no comec¢o dos anos 1990, quando especialistas se reuniram e publicaram o
primeiro consenso que definiu o que era a sepse ¢ de que maneira deveria ser tratada. Segundo
este guia, a sepse ficou definida como uma sindrome da resposta inflamatdria sist€émica (SIRS)
desencadeada por uma infec¢ao. Seu mau prognostico levaria a sepse grave, caracterizada pelo
aparecimento de dano de 6rgdos e, ao choque séptico, estagio mais grave desta condi¢do, onde
além da falha organica, haveria hipotensdo refrataria ao uso de agentes vasoconstritores € a
reposicao de fluidos (Bone et al., 1992). No entanto, no ultimo consenso clinico, o Terceiro
Consenso Internacional de Definigdes para a Sepse e o Choque Séptico (Sepsis-3), ocorrido em
2016, algumas definigdes foram revisadas e modificadas e, atualmente, a sepse ¢ entendida
como uma disfun¢do organica causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a
uma infec¢do. O termo sepse grave foi removido e o choque séptico ¢ agora identificado pela
presenca de hipotensdo persistente (exigindo o uso de vasopressor para sua manutencdo > 65
mmHg) somada a elevados niveis de lactato (maiores que 2 mmol/L ou 18 mg/dL), os quais
permanecem alterados mesmo apo0s a ressuscitacao fluidica (Singer et al., 2016).

A mortalidade e a morbidade relacionadas a sepse figuram entre os maiores problemas
de satde publica do mundo (Singer ef al., 2016). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), estima-se que mais de 30 milhdes de pessoas sejam afetadas pela sepse no mundo a
cada ano e, destas, aproximadamente 6 milhdes venham a dbito. Apesar da dificuldade de
quantificar os casos de sepse e caracterizar os perfis de incidéncia, devido a heterogeneidade
de sua origem (ver Figura 4 para fatores de risco) e a falta de registros adequados
(principalmente em paises de baixa e média renda), sabe-se que as populacdes mais propensas
a desenvolver esta condi¢ao sao idosos e criangas ¢, da mesma maneira, o indice de mortalidade
nestes grupos sao mais altos (Rudd et al., 2018; Fleischmann-Struzek et al., 2018; Kotfis et al.,
2019).

No Brasil, apenas em 2017 foi publicado o primeiro estudo observacional que reuniu
dados epidemiologicos da sepse no pais. O estudo avaliou unidades de terapia intensivas (UTIs)
localizadas em diferentes regides do pais € encontrou altas taxas de incidéncia, prevaléncia e
de morte, estimando mais de 200.000 mortes por sepse/ano no pais, o que representa ~55% dos

pacientes que sdo internados devido a esta condi¢do (Machado et al., 2017).
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Figura 4. Fatores de risco para o desenvolvimento da sepse

Fatores de risco para o
desenvolvimento da sepse
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Transplante

Quimioterapia
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Les&o cirargica

Intubagéo ou cateterizacado
Queimaduras

Enterocolite

Infecges cronicas

HIV

Infecgdes do trato urinario
Pneumonia

Decubito ou feridas de pele que néo cicatrizam
Outras
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*A obesidade pode estar associada ao aumento de
complicagdes, mas melhor recuperacéo

(Adaptada de Hotchkiss et al., 2016).

A sepse pode ser causada por diferentes microrganismos, dentre eles bactérias gram-
negativas (principais causadoras) e gram-positivas, fungos, virus e parasitas (Vincent et al.,
2009; Ani et al., 2015). O inicio do desenvolvimento da doenca se da pelo reconhecimento de
componentes celulares tinicos destes microrganismos, os padroes de reconhecimento associado
a patogenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns) através receptores de
reconhecimento padrdo (PRR’s, do inglés pattern recognition receptors) do hospedeiro. Sao
conhecidas quatro familias de PRRs: a do tipo toll (TLR, do inglés toll like receptors), a das
proteinas de repeticao ricas em leucina com dominio de oligomerizacao de nucleotidos (NOD,
do inglés nucleotide-binding oligomerization domain), a dos receptores tipo RIG-1 (RIG, do
inglés retinoic acid-inducible gene) que atuam no reconhecimento do RNA viral e, também, a
dos receptores de lectina tipo C (CLR, do inglés C-type lectin receptor) presentes na superficie
de células fagociticas. Além do reconhecimento de PAMPs, os receptores PRRs também
reconhecem produtos enddgenos provenientes da degradagdo celular, como peptideos e

glicosaminoglicanos que sdo liberados de células apoptdticas e necroticas, estes produtos sao
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chamados de padrdes moleculares associados ao dano tecidual (DAMPs, do inglés damage-
associated molecular pattern) (Cinel e Opal, 2009). O reconhecimento destes produtos leva a
ativacdo de diversas vias de sinalizacao que irdo influenciar na expressao de genes relacionados
a inflamacao, ao metabolismo celular e imunidade adaptativa (Cinel e Opal., 2009; Hotchkiss
etal., 2016).

Os sinais inflamatérios sdo traduzidos pela ligacdo de uma série de moléculas
adaptadoras aos PRRs. Proteinas cinases e fosfatases participam da propagagao do sinal no
citoplasma, o que resulta na ativagao de varios fatores de transcri¢ao, como o fator nuclear kB
(NF-«xB), proteina de resposta de crescimento precoce 1 (EGR-1, do inglés early growth
response protein 1), a proteina ativadora 1 (AP-1, do inglés activator protein 1) e os sinais
transdutores e ativadores da transcri¢do 1 (STATI, do inglés signal transducer and activator
of transcription 1). Ha, entdo, a ativagdo e recrutamento de leucdcitos aos tecidos. A producdo
de neutrofilos e macrofagos ¢ estimulada pela liberagdo de citocinas, quimiocinas, produtos de
ativacdo do sistema complemento, NO, e de outros mediadores. Este gatilho pro-inflamatério,
estimula a liberagdo de importantes mediadores secundarios, como fatores lipidicos e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, os quais amplificam o processo inflamatodrio (Cinel e Opal,
2009; Nduka e Parrillo, 2011; Hotchkiss et al., 2016). Ha também, durante desenvolvimento da
sepse, um importante aumento na producdo de mediadores antiinflamatorios, como a citocina
IL-10, o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) e o TGF-p, caracterizando uma resposta anti-
inflamatoria compensatoria (CARS, do inglés compensatory anti-inflammatory response
syndrome). Porém, estes mediadores anti-inflamatorios sdo insuficientes para reprimir a
automanuten¢do da inflamagdo ou, ainda, acabam se mostrando danosos pois, produzidos em
demasia, levam a um estado de imunodepressao (van der Poll e Opal, 2008; Nedeva et al.,
2019).

A ativagdo dos receptores de células imunes, do complemento, a sintese de NO e de
outros mediadores inflamatorios causam efeitos profundos em diversos sistemas do organismo,
entre eles o de coagulagdo e o sistema vascular, levando ao aumento da expressao de selectinas
e moléculas de adesdo, desencadeando a coagulagdo intravascular disseminada, o aumento da
permeabilidade vascular, com consequente extravasamento vascular, além de vasodilatacdo.
(Figura 5). Esta disfun¢ao microcirculatoria contribui para o colapso do sistema cardiovascular
de maneira tao profunda que a redugdo na resisténcia vascular periférica € vista como principal
responsavel pela alta mortalidade do choque séptico (Boisramé-Helms ef al., 2013; Burgdorff

etal., 2018).
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Figura 5. Visao simplificada da fisiopatologia sepse.
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Uma agressdo desencadeia a liberacdo de padrdes moleculares associados ao patdgeno (PAMPs) e
padrées moleculares associados ao dano (DAMPs), que sdo reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes na superficie ou no interior das células do sistema imune
e outros. Estes sensores funcionam também como efetores para modular a resposta imune através de
varios mediadores ou biomarcadores pré ou anti-inflamatoérios. Como resultado, a agressdo pode ou ndo
ser resolvida e, caso ndo seja, a funcdo dos oOrgdos pode ser temporariamente ou até mesmo
permanentemente prejudicada. Abreviaturas: HMGBI, proteina B1 do grupo de alta mobilidade; MIF,
fator inibidor da migragdo de macrofagos; C5a e C3a, componentes 5a ¢ 3a do sistema complemento;
C5aR, proteina receptora CS5a; C5b-9, complexo de complemento terminal; aPPT, tempo de
tromboplastina parcial ativada; ELAM-1, molécula de adesdo leucocitaria endotelial 1; ICAM-1,
molécula de adesdo intercelular 1; CRP, proteina C reativa; LBP, proteina ligadora de LPS; ROS,
espécie reativas de oxigénio; ERNs, espécies reativas de nitrogénio; IL-6, interleucina-6; IL-8,
interleucina-8; IL-4, interleucina-4; IL-10, interleucina-10; MIF, fator inibidor da migragdo de
macrofagos; mHLA, antigeno monocitico leucocitario humano; sTNF, fator de necrose tumoral soltvel;
suPAR, receptor ativador de plasminogénio solivel tipo urocinase; STREM-1, receptor soluvel de
gatilho expresso em células mieldides 1; CD64 e CD48, glicoproteinas de membrana 64 e 48; CID,
coagulagdo intravascular disseminada (Modificada de Reinhart ef al., 2012).
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A hipotensdo e hiporreatividade vascular da sepse consistem na instalagdo de
vasodilatagdo profunda com baixa pressdo arterial, que acontecem apesar do aumento no débito
cardiaco, da ressuscitagdo fluidica e da administragdo de agentes vasopressores (Matsuda e
Hattori, 2007; Levy et al., 2010). Tal vasoplegia descontrolada resulta na diminuicao da
perfusdo tecidual, levando a um desbalanco no fluxo sanguineo destinado aos 6rgdos vitais,
com consequente disfuncdo organica (Sharawy, 2014). Os mecanismos pelos quais esta
disfungdo vascular ocorre nao estdo totalmente compreendidos, porém, sabe-se que ela esta
relacionada a uma combinagdo de dano endotelial e aumento da liberacdo de fatores pro-
inflamatorios com a¢do vasodilatadora. Dentre estes fatores estdo os mediadores lipidicos,
como eicosanoides e fatores de ativagdo plaquetaria, bem como as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (RSN, do inglés reactive nitrogen species) (Aird, 2003; Sharawy, 2014).

Os primeiros relatos da participacdo do NO na fisiopatologia da sepse se deram no inicio
dos anos 1990, quando Ochoa e colaboradores observaram que pacientes sépticos apresentavam
um aumento plasmatico dos metabolitos de NO (Ochoa et al., 1991). Poucos anos antes, alguns
grupos ja haviam demonstrado que o LPS induz a producdo de NO em diversos tipos celulares,
entre eles os macrdofagos (Stuehr e Marletta, 1987), hepatocitos (Billiar ef al., 1989), células da
musculatura lisa vascular (Rees et al., 1990) e células endoteliais (Radomski et al., 1990;
revisado por Moncada et al., 1991). Na mesma década, pesquisadores trataram pacientes
sépticos com L-NAME e mostraram que a inibi¢do da produgdo de NO levava ao aumento da
pressdo arterial destes pacientes, apesar de haver também alteragdes no débito cardiaco (Petros
et al., 1994). Estudo ex vitro, utilizando artérias mesentéricas de pacientes em choque séptico,
mostraram que estes vasos estavam hiporresponsivos a noradrenalina e confirmaram que a
adicao de L-NAME ou azul de metileno (inibidor da guanilato ciclase soluvel GCs, alvo de
acdo do NO) a cuba de 6rgdo isolado, revertia esta resposta ao agente vasoconstritor, atribuindo
ao NO a reducdo da sensibilidade vascular no choque séptico (Tsuneyoshi et al., 1996). Estes
e outros estudos realizados tanto em animais de experimentacdo bem como em pacientes,
deixaram claro a importancia do NO no desenvolvimento da disfuncdo vascular da sepse.

O NO ¢ produzido pela familia das enzimas NO sintases. Sdo conhecidas trés isoformas
desta enzima, duas definidas como constitutivas (a NOS-3 e a NOS-1) e a terceira que possui
sua atividade induzida (NOS-2) por estimulos inflamatorios, presenca de endotoxinas
bacterianas ou hipdxia (Forstermann et al., 1998; Kleinert et al., 2004). Todas elas encontram-
se ativas cataliticamente quando dimerizadas e utilizam L-arginina e oxigénio molecular como
substrato, necessitando de cofatores como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

(NADPH), o dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), o monucleotideo de flavina (FMN) e a



34

tetrahidrobiopterina (BH4), para a producdo de NO e L-citrulina (Forstermann e Sessa, 2012).
Porém, elas diferem na quantidade e no tempo de produ¢do de NO, uma vez que a isoforma
induzida produz NO em concentragcdes maiores (mM) e por mais tempo e as constitutivas
produzem NO em escala nanomolar e de maneira pulsatil.

Apesar das NO sintases estarem classificadas como constitutivas ou induzida, ¢ sabido
que as isoformas constitutivas também estao sujeitas a regulagdo transcricional e que a NOS-2
esta expressa em condigao fisiologica (Forstermann e Sessa, 2012; Mattila e Thomas, 2014). A
NOS-2 foi a primeira isoforma a ser apontada como responsavel pela produgdo exacerbada de
NO durante a sepse e endotoxemia (revisado por Moncada et al., 1991; Fernandes e Assreuy,
2008), porém, hoje ja se sabe que o aumento da expressao da NOS-1 (Enkhbaatar ef al., 2009;
Nardi et la., 2014) e da NOS-3 (Aragjo et al., 2012) também contribuem para a producgdo de
NO nesta condigao.

A participagao do NO na disfun¢ao vascular da sepse ocorre por diferentes mecanismos,
diretos ou indiretos, como por exemplo pela a¢do sobre a GCs (Fernandes et al., 2009; Nardi et
al., 2014); através da S-nitrosilacdo de proteinas (Benedet et al., 2018); e sobre canais de
potassio (Bolotina et al., 1994; da Silva-Santos et al.,1999; Collin et al., 2011). Além da
produgdo aumentada de NO, o desacoplamento das NO sintases, que ocorre tanto pela redugio
do substrato L-arginina (Luiking et al., 2005), bem como do cofator BH4 (He ef al., 2012),
contribui para a producao de anion superdxido (O27) durante a sepse. Também, o aumento da
atividade de enzimas como NAHPD oxidase (Kong ef al., 2010) e xantina oxidase (Galley ef
al., 1996; Luchtemberg et al., 2008) estdo envolvidas no aumento da producao de ROS durante
o desenvolvimento desta condicao.

O equilibrio entre a formagado e eliminacdo de ROS ¢ fundamental para a manutencao
da homeostase celular. Em condigdo fisioldgica, sua produgdo ¢ minuciosamente controlada
por componentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Finkel, 2003). Porém, a
producao exagerada de ROS esta associada a citotoxicidade (Huet et al., 2011). Na sepse, os
altos niveis de O>" possibilitam ampla interagdo com o NO, formando espécies ainda mais
reativas, como o peroxinitrito (ONOQO") (Thomas et al., 2015). O ONOO™ e outras ROS,
interagem com multiplos alvos, oxidando proteinas e componentes do DNA e induzindo
peroxidacao lipidica (Pacher et al., 2007). Estas acdes oxidativas podem ocorrer nas membranas
mitocondriais, resultando em despolarizagdo da membrana, desacoplamento da fosforilagao
oxidativa e alteragdo da cadeia respiratéria, ativacdo de caspases e, por fim, apoptose
(Boisramé-Helms et al., 20). Além disso, algumas ROS e mediadores com conhecida agao

vasodilatadora se apresentam aumentados na sepse, contribuindo ndo s6 para o dano organico,
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mas também para a disfungdo vascular, como ¢ o caso do H>O> e o H»S, que agem através da
abertura direta de canais de K do musculo liso vascular ou, ainda, pela via GCs/PKG (Mink et

al., 2008; Coletta e Szabo, 2013).

1.4.  PVAT NA SEPSE E ENDOTOXEMIA

Pouco se conhece sobre a influéncia do PVAT no dano vascular da sepse. Em abstract
publicado em 2012, Tsao e colaboradores avaliaram a contracdo dos microvasos de animais
desafiados com LPS frente ao vasoconstritor fenilefrina e mostraram que a inibig¢ao da atividade
das NO sintases pelo uso de L-NAME, induziu melhora na hiporresponsividade ja conhecida
na endotoxemia, o que aconteceu de maneira mais relevante nos vasos em que o PVAT foi
mantido intacto, se comparado a vasos PVAT-, sugerindo que o NO produzido pelo PVAT pode
modular a resposta contratil durante a endotoxemia. No ano seguinte, Hai Mei e colegas
mostraram que a contribui¢do do PVAT para o efeito anticontratil de artérias mesentéricas de
animais endotoxémicos pode ser dependente de NO, provavelmente proveniente da NOS-2, ja
que a sua inibi¢do com andrographolide reverteu este efeito, apesar deste composto ndo ser
seletivo e o grupo ndo ter investigado outros possiveis alvos de acdo (Jayakumar ef al., 2013;
Hai Mei et al., 2013).

Recentemente, Awata e colegas mostraram através de experimentos utilizando aortas
1soladas de ratos, que os anéis de vasos dos animais sépticos que tiveram o PVAT mantido
contrairam menos frente ao vasoconstritor fenilefrina do que aqueles que tiveram o PVAT
removido, mostrando que o PVAT contribui para a vasoplegia da sepse experimental. Os
autores, através de ferramentas farmacoldgicas, levantaram evidéncias de que isso pode ocorrer

através do aumento da produgao de NO e de prostaciclinas provenientes do PVAT (Awata et

al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar do conhecimento adquirido nos ultimos anos sobre a influéncia do PVAT na
fisiologia cardiovascular e no desenvolvimento de algumas doengas relacionadas ao sistema
cardiovascular (como aterosclerose, hipertensdo e obesidade), ¢ escasso o conhecimento
referente a agdo do PVAT sobre o dano vascular da sepse. Considerando que a hipotensdo e a
hiporreatividade vascular sdo vistas como as principais alteragdes que levam a morte de
pacientes em choque séptico, a importancia deste trabalho estd no entendimento, ainda que
inicial, sobre a maneira pela qual o PVAT exerce suas agdes sobre esta profunda alteragao

vascular da sepse.

3.  HIPOTESE
O tecido adiposo perivascular contribui, a partir da liberacao de fatores dele derivados,

para a disfuncdo vascular da sepse.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do PVAT na disfungdo vascular da sepse.

4.2.  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

PARTE I

1) Avaliar a influéncia do PVAT na contragdo de aorta e artéria mesentérica
superior de animais naive € s€pticos;

2) Avaliar a contragdo de aorta e mesentérica superior de animais naive, quando
incubados com PVAT de animais naive ou CLP;

3) Avaliar a producdo de NO e ROS pelo PVAT durante o desenvolvimento da
sepse experimental;

4) Investigar as vias pelas quais o PVAT contribui para a contragdo de aorta e
artéria mesentérica superior na sepse, considerando as diferencas no tipo de

PVAT que envolve cada um destes vasos.

PARTE I
5) Avaliar a contragdo de artéria mesentérica de segunda ordem PVAT+ e PVAT-

apos a incubagdo com LPS;
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6) Avaliar a contragdo de mesentérica de segunda ordem de camundongos naive,
quando na presenca de PVAT previamente incubado com LPS (15 pg/mL);
7) Avaliar a contragao de artéria mesentérica de segunda ordem de animais obesos

PVAT+ e PVAT-, frente a noradrenalina.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. ANIMAIS

PARTE I

O cuidado com os animais e os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho
foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da UFSC (CEUA) sob o niimero
de protocolo 2264190617 e estdo de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Os experimentos foram realizados em ratas Wistar de
aproximadamente 90 dias, pesando entre 200 e 250 gramas, fornecidas pelo Biotério Central da
UFSC. Os animais foram tratados com vermifugo (Albendazol 10%) na agua de beber por 3
dias, seguido de soluc¢do polivitaminica (Vitagold®) pelos proximos 4 dias. Foram alocados em
5 animais por caixa em estante ventilada, sendo mantidas temperatura (22 = 2 °C) e luz (ciclo
de 12 h claro/escuro) controladas, com livre acesso a agua e ragao.

PARTE II

Todos os procedimentos cumpriram as normas estabelecidas pelo Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 e foram feitos de acordo com licenca de projeto aprovado. Os
experimentos foram realizados utilizando camundongos C57BL/6J (Envigo, Reino Unido). Os
animais receberam dieta normal ou rica em gordura (Special Diet Services, UK, cat no. 824054,
60% gordura, 20% carboidrato e 20% proteina) e, com aproximadamente 18 semanas e peso

médio de 40.73 g + 4.652 g, foram eutanasiados por asfixia de COs-.

5.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.2.1. Inducio da sepse pelo modelo de ligadura e perfuracio do ceco (CLP)

A indugao da sepse foi realizada pelo método de CLP (Rittirsch et al., 2009). Os animais
foram previamente sedados pela via i.p com cloridrato de xilazina (5 mg/Kg) e analgesiados
com cloridrato de tramadol (10 mg/Kg) e, entdo, foram acomodados em uma camara de
respiracdo para a inducao de anestesia com oxigénio-isoflurano a 5%. Apos a inducdo da
anestesia, os animais foram colocados sobre uma manta aquecida (37°C) e a anestesia foi
mantida por inalagdo continua da mistura de oxigénio-isoflurano (3%) durante todo o

procedimento cirurgico. O anestésico local lidocaina (2%, sem vasoconstritor) foi administrado
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na regido da linha alba, onde foi feita a incisdo abdominal. Ap6s o procedimento anestésico, foi
realizada laparotomia, com incisdo de aproximadamente 1 cm e, entdo, a exposicao e ligadura
ndo obstrutiva do ceco, abaixo da valvula ileocecal. A perfuracdo transfixante no ceco dos
animais foi realizada com agulha 14 G, seguida de leve compressao para assegurar a saida de
conteudo intestinal. O ceco foi recolocado na cavidade abdominal e a sutura foi feita utilizando
fio de nylon (3-0). Em seguida, os animais receberam PBS (30 mL/Kg; ~36°C; s.c.) para
reposicao fluidica e foram mantidos em ambiente aquecido até a recuperagao da anestesia (~120
minutos). Visando diminuir o sofrimento animal, foi administrado cloridrato de tramadol (5

mg/kg, s.c.) em intervalos de 12 horas.

5.2.2. Experimentos de 6rgio isolado

Vinte e quatro horas ap0s a indu¢do da sepse, as ratas foram eutanasiadas com sobredose
de anestésicos (cetamina 300 mg/Kg e xilazina 60 mg/Kg; i.p.) para a coleta dos vasos. Para
reduzir o nimero de animais utilizados, foram coletadas as aortas e artérias mesentéricas
superiores dos mesmos animais. Em seguida, o PVAT foi mantido (PVAT+) ou removido
(PVAT-) dos vasos (ver Esquema 2A), os quais permaneceram em solucdo nutritiva Krebs-
Ringer (pH 7.4; composi¢do em mM: 118 NaCl; 4.7 KClI; 2.5 CaCl; 1.1 MgSOs; 0.9 KH2PO4;
25 NaHCOs; 0.03 EDTA e 11 D-glucose) gelada até o inicio do experimento. Os vasos foram
entdo seccionados em anéis de ~3 mm e colocados em sistema de 6rgao isolado aquecido a
37°C e constantemente gaseificado com mistura carbogénica contendo 95% O2 e 5% CO2. Os
anéis estavam conectados a transdutores de for¢a isométrica (ADInstruments, Dunedin, Nova
Zelandia) para a medicao da tensdo. A tensdo basal foide 0,5 g e 2 g para a mesentérica superior
e aorta, respectivamente. Depois de 45 min de estabilizagdo, com troca da solucao nutritiva (a
cada 15 min), a viabilidade dos vasos foi avaliada usando KCI (120 mM). Apo6s lavagem e nova
estabilizagdo dos anéis (30 min), a presenca de endotélio funcional foi confirmada pela
capacidade de vasodilatagdo a acetilcolina (1 uM para aorta e 10 uM para mesentérica superior)
nos vasos pré-contraidos com fenilefrina (1 uM para aorta e 10 pM para mesentérica superior).
Apenas os anéis que apresentaram >80% de vasodilatagdo foram considerados. A curva
cumulativa para a noradrenalina (1 nM a 100 uM) foi realizada apds nova estabilizagdo dos
anéis. Em alguns protocolos experimentais, os anéis PVAT+ e PVAT- foram incubados com
L-NAME (200 uM) por 30 min antes da curva cumulativa para a noradrenalina. Os dados sdo
expressos como gramas de contragdo x noradrenalina log [M].

Uma segunda abordagem experimental utilizando o sistema de 6rgdo isolado foi

utilizada. Neste caso, 0o PVAT dos vasos de ratas saudaveis e sépticas foram dissecados de toda
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a extensdo do vaso utilizado e mantidos separadamente em Krebs refrigerado até o momento
da realizacdo do experimento. Apenas vasos de animais normais (naive) foram montados no
sistema (ver Esquema 2B). A estabilizacdo dos vasos ocorreu como descrito acima. Vinte
minutos antes da realizagao da curva cumulativa para a noradrenalina, o PVAT de vasos de
animais normais ou sépticos foi adicionado as cubas, contidos por fio de ago inoxidavel (40 um
de didmetro), ou seja, o PVAT encontrava-se apenas na mesma solu¢ao que os vasos, embora
sem contato direto com os mesmos. Nos experimentos nos quais o PVAT foi incubado
previamente com ferramentas farmacologicas, estas foram adicionadas a solugdo do PVAT 30
min antes deste ser adicionado a cuba contendo os vasos. O PVAT foi lavado 3 vezes com
Krebs-Ringer e imediatamente colocado na cuba com o vaso repdrter, como explicado acima.
Os dados sdo expressos como gramas de contracdo x noradrenalina log [M].

Em uma terceira etapa, segmentos de artéria mesentérica de segunda ordem (>200 pum)
de camundongos foram dissecadas em solug@o nutritiva (composi¢cdo em mmol/L: 119 NaCl,
4,7KCl, 1,17 MgS0s, 25 NaHCO3, 1,17 KH2PO4, 0,03 EDTA, 5,5 glicose e 1,6 CaCl,) gelada.
O PVAT foi mantido em alguns segmentos (PVAT+) e removido em outros (PVAT-) ou, ainda,
foi removido de todos os segmentos e adicionado a cuba previamente a realiza¢do da curva
concentragdo-resposta (ver Esquema 3). As artérias foram montadas utilizando fio de 40 um de
diametro (Danish MyoTech, Dinamarca) e deixadas estabilizando por 30 min antes da
normalizag¢do. A normalizagdo utilizou o comprimento e a tensao da parede do vaso para ajustar
0s vasos a uma tensdo inicial padronizada. As artérias foram esticadas gradualmente usando um
micrometro e a forca medida usando transdutor Powerlab® (LabChart v7; ADInstruments,
Reino Unido), que permite o calculo da tensdo da parede. Apds a normalizacao, os vasos foram
deixados por mais 30 min para equilibrio (37°C, gaseificado com mistura carbogénica contendo
95% 02 e 5% CO2). Apos o equilibrio, os vasos foram desafiados com 60 mmol/L de KCL
para estabelecer uma resposta contratil méxima. Vasos com resposta < 0,3 mN/mm? foram
excluidos. As artérias PVAT+ e PVAT-, ou ainda, os PVATSs previamente isolados dos vasos,
foram incubados com LPS (15 pg/mL) por 4 horas e a contragdo dos vasos nestas diferentes
condi¢des foi testada para a noradrenalina (ver Esquema 3). As respostas foram registradas
usando o programa LabChart®. Os dados sdo expressos como % de contracdo do KCI x

noradrenalina log [M].

5.2.3. Dosagem de nitrito e nitrato (NOx)
Os niveis de NOx foram medidos pelo método de Griess, como descrito previamente

por Granger e colaboradores (1996). Para isso foi utilizado o reagente de Griess (1% de
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sulfanilamida em 10% de 4cido fosforico/0,1% de alfa-naftiletilenodiamina em agua de Milli-
Q). O plasma foi desproteinizado pela adi¢do de sulfato de zinco (2%) e, para a conversao do
nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37°C, durante 2 h, em presenga de nitrato
redutase de Escherichia coli cultivada em anaerobiose. ApoOs a conversao enzimatica do nitrato
a nitrito, as amostras foram centrifugadas para a remo¢ao das bactérias e 100 pL do
sobrenadante foram misturados a 100 pL de reagente de Griess. Apds 10 min, realizou-se a
leitura em 540 nm em um leitor de microplacas (Infinite M200, Tecan Group Ltd, Suiga). Os

resultados foram expressos como uM de NOx.

5.2.4. Avaliaciao da produciao de NO e ROS

A producdo de NO e ROS pelo PVAT foi avaliada de maneira direta através do uso de
sondas fluorescentes. Para avaliar a produg@o de NO, foi utilizada a sonda diaminofluoresceina-
FM diacetato (DAF-FM DA). Esta sonda, desenvolvida por Kojima e colaboradores (1999),
atravessa a membrana celular de maneira passiva e dentro da célula ¢ desacetilada por esterases,
gerando DAF-FM. O DAF-FM reage com o NO, produzindo um benzotriazol fluorescente
(excitagao em 495 nm e emissdo em 515 nm), permitindo a obtengao de relagdo linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a formag¢do de NO na amostra. A sonda ¢ capaz de detectar
concentragdes de NO a partir de 3 nM (Kojima et al., 1999).

Ja o dihidroetidio (DHE) foi utilizado para a deteccdo de ROS. Esta sonda permeia a
membrana celular e ¢ oxidada principalmente pelo O, mas também por outras espécies reativas
de oxigénio, como o H20», originando um produto fluorescente, o etidio (E*). O E™ apresenta
seu maximo de fluorescéncia em comprimento de onda de emissao e excitacdo de 520 nm e 610
nm, respectivamente (Benov et al., 1998; Gomes et al., 2005).

Aortas toricicas e artérias mesentéricas superiores com os PVATs intactos foram
removidas de animais sauddveis e de animais sépticos 12 h e 24 h apds a inducdo da sepse e
congeladas em gel crioprotetor Tissue Tek®. Cortes de 10 pm para a aorta e 20 pm para
mesentérica superior foram feitos em criostato e acondicionados em ldminas revestidas com
poli-L-lisina. As fatias foram incubadas em solu¢@o nutritiva de Hank modificado obtido da
Sigma Aldrich (EUA) por 15 minutos e, entdo, incubadas por 60 min com as sondas DAF-FM
DA (10 uM) ou DHE (5 uM) diluidas na solucao de Hank. Em seguida, as fatias foram lavadas
por 3 vezes com a solu¢do e montadas junto com as laminulas, utilizando gel de montagem Gel
Mount®.

Para a avaliacdo da producdo de NO nas artérias mesentéricas superiores, o protocolo

teve modificacdes, seguindo protocolo baseado em Victorio e colaboradores (2012). Neste caso
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especificamente, o tecido foi colocado e incubado com DAF-FM DA por 30 min em
temperatura ambiente, fixado com paraformaldeido 4% por 4 h e entdo congelado em gel
crioprotetor para entdo ser cortado e analisado. Esta modificagdo no protocolo foi necessaria
pois ndo conseguimos visualizar nenhuma fluorescéncia neste tecido, mesmo havendo testado
maiores concentragdes da sonda ou maior tempo de incubacao, seguindo o protocolo padrio.
As amostras foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Leica DMI 3000B) e
a quantificacdo da intensidade relativa de fluorescéncia foi realizada utilizando o software de

dominio publico Image J 1.501 software (NIH, Bethesda, MD, USA).

5.2.5. Imunofluorescéncia

Com auxilio de um criostato (Leica CM 1850 UV Biosystems Leica, Wetzlar,
Germany), as aortas (10 pm) e artérias mesentéricas superiores (20 um) foram cortadas e os
cortes foram colocados em laminas revestidas com poli-L-lisina. Os cortes foram contornados
com caneta hidrofébica, e foram bloqueados por 1 h com soro bovino fetal 5%. Apos o bloqueio,
os cortes foram incubados overnight, a 4°C, com os anticorpos primarios em dilui¢do 1:200
(anticorpo policlonal feito em coelho anti-NOS-1, SC-1025, lote D2611, Santa Cruz
Biotechnology, USA; anticorpo monoclonal feito em camundongo anti-NOS-2, N9657, lote
125M4885V Sigma-Aldrich, USA; anticorpo policlonal feito em coelho anti-NOS-3, SC-654,
lote BO613 Santa Cruz Biotechnology, USA; anticorpo policlonal feito em coelho anti-
receptor-f3 adrenérgico, BS1063r, lote AH04103450 BIOSS, USA). Um corte foi utilizado
como controle negativo, ou seja, ndo recebeu o anticorpo primario. No dia seguinte, os cortes
foram lavados 3 vezes com PBS e incubados com os anticorpos secundarios (diluidos 1:800):
Alexa Fluor 568- (A11011, lot 1778025, Thermo Fisher Scientific, USA), PE- (sc-3744, lot
E3012, Santa Cruz Biotechnology, USA) ou Alexa Fluor 488- (A31627 lot 140410, Thermo
Fisher Scientific, USA), por 1 h em temperatura ambiente. Apds a incubagdo, os cortes foram
novamente lavados 3 X com PBS e depois foram montadas as laminulas sobre as laminas,
utilizando meio de montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) para
conservagao da fluorescéncia. As laminas foram mantidas em ambiente escuro e umido a 4°C
até o momento da leitura. Para andlise, foi utilizado microscopio confocal de fluorescéncia
(Leica DMI16000B®, Wetzlar, HE, Germany) e a aquisi¢ao das imagens foi realizada através
do software LAS AF Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE, Germany). Foram feitos pelo
menos 2 cortes de cada tecido (n = 5 por grupo). A quantificacdo da intensidade relativa de

fluorescéncia foi realizada pelo software NIH Image]J 1.50i1 imaging software (NIH, Bethesda,



42

MD, USA). Os resultados foram expressos em intensidade relativa de fluorescéncia em

comparag¢ao com o grupo controle.

5.2.6. Ensaio de nitrosilacio de proteinas

Aortas e artérias mesentéricas superiores foram coletadas usando tampao contendo
EDTA e neocuproina e congeladas a -20° C em material crioprotetor (Tissue Tek®). Apds
completo congelamento, as amostras foram mantidas a -80° C até o momento do uso (os
experimentos foram realizados no maximo 3 dias apds a coleta dos tecidos). No dia do
experimento, os vasos foram seccionados em criostato (10 um para a aorta ¢ 20 um para a
artéria mesentérica superior) e as fatias foram, entdo, acomodadas em laminas revestidas com
poli-L-lisina, como descrito por Benedet ef al., 2018. Os cortes foram permeabilizados com
PBS contendo 1% de Triton X-100 por 15 min, lavados 3 vezes com tampao de lavagem (250
mM HEPES, 0,1 mM EDTA e 0,01 mM neocuproina) e, entdo, fixado com paraformaldeido
4% por 20 min em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram incubados com N-
etilmaleimida (20 mM; 30 min; a 4° C), para que houvesse o bloqueio das sulfidrilas livres e,
apos esta incubagdo, novamente foram lavados 3 vezes com o tampao de lavagem. Entdo, as
fatias foram incubadas com ascorbato de sédio (I mM) e 0.05 mM de N-(3-
malemidylpropionyl)biocytin por 1 h, em temperatura ambiente. Como controle da deteccao de
proteinas S-nitrosiladas, alguns cortes foram incubados sem a presenga do ascorbato de sodio.
Todos os cortes foram lavados e, por fim, incubados com solu¢do de avidina conjugada ao
fluoréforo FITC (1:800 dilution; Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) por 1 h, também
em temperatura ambiente. As laminulas foram entdo acondicionadas sobre os cortes, utilizando
meio de montagem aquoso Gel Mount® (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) para
conservacao da fluorescéncia. Para andlise, foi utilizado microscopio confocal de fluorescéncia
(Leica DMI6000B®, Wetzlar, HE, Germany) e a aquisi¢do das imagens foi realizada através
do software LAS AF Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE, Germany). Foram feitos pelo
menos 2 cortes de cada tecido (n = 5 por grupo). A quantificagdo da intensidade relativa de
fluorescéncia foi realizada pelo software NIH Image] 1.501 imaging software (NIH, Bethesda,
MD, USA). Os resultados foram expressos em intensidade relativa de fluorescéncia em

comparag¢ao com o grupo controle.

5.2.7. Analise estatistica
Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média. A andlise estatistica foi

realizada utilizado o programa Graph Prism 5.03 (Graph Pad Software, San Diego, CA). As
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curvas concentragdo-resposta foram analisadas utilizando ANOVA de duas vias, com poOs-teste
de Bonferroni; -logCES50 e Rmax foram analisados pelo teste-T de Student. A comparacao entre
os grupos PVAT 12 h, PVAT 24 h e PVAT naive foi realizada por ANOVA de uma via. Valores

de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes.

5.3.  MATERIAIS

Anticorpo policlonal feito em coelho anti-NOS-1 and anti-NOS-3 foram comprados da
Santa Cruz Biotechnology, EUA; mouse monoclonal antibody anti-NOS-2 from Sigma-
Aldrich, USA. Anticorpo policlonal feito em coelho anti-receptor B3 adquirido da BIOSS,
EUA. Tissue Tek® obtido de Sakura Finetek Inc., EUA. Anticorpos secundarios (Alexa Fluor
568, PE or Alexa Fluor 488) e avidina-FITC da Invitrogen Life Technologies, EUA. Sondas
fluorescentes, DAF-FM diacetato (4-amino-5-methylamino-2',7"-difluorofluorescein diacetate)
and DHE (dihydroethidium) comprados da Thermo Fisher Scientific, EUA. Reagentes usados
para o ensaio de Biotin Switch: HEPES, neocuproina, ascorbato de sodio, N-(3-
malemidylpropionyl) biocytin da Sigma-Aldrich, EUA. L-NAME (N(w)-nitro-L-arginine
methyl ester) e bitartarato de noradrenalina, LPS (Escherichia coli O111:B4), ODQ (/H-
(1,2,4)oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one), tempol e apocinina adquiridos da Sigma-Aldrich,

EUA.

5.4. DESENHOS EXPERIMENTAIS

Esquema 1: Desenho experimental da Parte I

Aorta

Artéria
mesentérica
- superior

Oh 12h 24 h
Indugdo da sepse Sonda DAF e DHE
(CLP) Imunofluorescéncia
S-Nitrosilagdo de proteinas

Sonda DAF e DHE
Imunofluorescéncia
S-Nitrosilagdo de proteinas
Experimentos de 6rgio isolado
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Esquema 2: Experimentos de aorta e artéria mesentérica superior isoladas

A B

Inicialmente, aortas e artérias mesentéricas superiores de animais naive ou sépticos foram utilizadas em
experimento de orgao isolado, tendo seu PVAT mantido (PVAT+) ou removido (PVAT-) (Esquema
2A). Numa segunda abordagem, os PVATs de vasos de animais naive ou sépticos foram isolados e
mantidos em liquido nutritivo gelado até serem adicionados as cubas contendo os vasos, alguns PVATs
foram previamente incubados com inibidores e antagonistas para estudo do mecanismo de agdo. Nesta
abordagem, apenas vasos de animais saudaveis foram utilizados (Esquema 2B).

Esquema 3: Experimentos de artéria mesentérica de segunda ordem isoladas
"'\.\

Artérias mesentéricas de segunda ordem tiveram o PVAT mantido ou removido e foram incubadas com
LPS (15 pg/mL) por 4 horas antes da contracdo para a noradrenalina em sistema de orgdo isolado
(Esquema 3A). Ou, ainda, tiveram o PVAT removido e incubado com LPS (15 ug/mL) por 4 horas e,
entdo, adicionado ao sistema de 6rgdo isolado contendo vasos que foram mantidos com liquido nutritivo
(Esquema 3B) (Modificado de Saxton et al., 2018).

6. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho encontram-se divididos em duas partes: a primeira, se refere
aos resultados obtidos utilizando modelo de sepse em ratas, onde investigamos as agdes do
PVAT sobre a contracdo de aorta e artéria mesentérica superior, ambas com o endotélio intacto;
a segunda, relata os resultados iniciais sobre acdo do PVAT em artérias mesentéricas de

segunda ordem de camundongos, incubadas ex vivo com LPS e desprovidas de endotélio.
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6.1. PARTEI
6.1.1. Caracterizacio da intensidade da sepse experimental e a escolha por
animais naive como controle
Com o objetivo de padronizar a intensidade da sepse, realizamos uma curva de
mortalidade dos animais submetidos a cirurgia de CLP, como controle foram utilizados animais
falso-operados (Sham).
Os animais apresentaram 50% de mortalidade 48 horas apos a inducdo da sepse e 20%

dos animais sobreviveram ao final do tempo de avaliagao (Figura 6).

Figura 6. Curva de sobrevivéncia para a caracterizaciao da gravidade da sepse experimental.
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A taxa de sobrevivéncia foi avaliada a cada 12 h apds a inducdo da sepse até o tempo de 96 h. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de sobrevivéncia. n = 10 animais por grupo.

Os animais Sham (ou falso operados), passam pela anestesia e pela laparotomia, assim
como os animais CLP e, por esse motivo, sdo muitas vezes escolhidos como controle
experimentais no desenvolvimento de projetos de pesquisa, ja que foram submetidos aos
mesmos protocolos que os animais-teste. Com a finalidade de avaliar se haveria alguma
diferenga entre animais saudéaveis (naive) ou os animais Sham, analisamos a concentracao de
NO plasmatico, através da sua medida indireta, pela dosagem de nitrito+nitrato (NOx). Nesta
avaliagdo ndo foi observada diferenca significativa entre animais do grupo naive e Sham,
enquanto nos animais CLP, 24 horas apos a inducao da sepse, a dosagem de NOx se mostrou

aumentada (Figura 7).



46

Figura 7. Concentracao de nitrito + nitrato (NOx) plasmaticos.
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Vinte e quatro horas apods a indugdo da sepse (CLP) ou da abertura da cavidade abdominal (Sham), o
sangue foi coletado e 0 NOx plasmatico foi mensurado. Cada barra representa a média + erro padrao da
média de 5 ratas. ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Bonferroni; *p < 0,05 em relacdo ao
grupo Naive.

Além da avaliagdo da concentracao de NOx, também realizamos curva concentragao-
resposta para a noradrenalina em anéis de aorta toracica e artéria mesentérica superior, de
animais naive € Sham, PVAT+ e PVAT-. A andlise destas curvas de contracdo mostra que nao
houve diferenca entre os grupos Sham, quando comparados aos grupos naive nas mesmas
condi¢cdes experimentais (Figura 8).

Levando em consideragao estes resultados, que mostraram nao haver diferencas entre
animais saudaveis e falso operados nos parametros avaliados e, principalmente, pensando na
reducdo de sofrimento animal, utilizamos ratas naive como controle para os experimentos
encontrados na sequéncia deste trabalho, ja que estas ndo sdo submetidas aos protocolos

anestésico e cirurgico.



47

Figura 8. Resposta contratil de vasos naive e Sham frente a noradrenalina.
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Vinte e quatro horas apds a laparotomia, os vasos PVAT+ e PVAT- de animais sham foram coletados e
a resposta a noradrenalina foi avaliada em sistemas de 6rgao isolado. Painel A para aorta e painel B para
artéria mesentérica superior. Os dados sdo expressos como a média + erro padrdo da média; n = 8.

ANOVA de duas vias.

6.1.2. Efeito do PVAT sobre o tonus vascular de animais sépticos

Para avaliarmos se haveria alguma influéncia do PVAT na resposta contratil, aortas e
artérias mesentéricas superiores de ratas naive ou CLP 24 h foram coletadas para experimento
de 6rgdo isolado. A curva cumulativa das aortas de ratas saudaveis confirmou o que a literatura
vem mostrando: neste caso, os vasos dos animais PVAT+ apresentaram menor resposta
contratil quando comparados ao PVAT- saudaveis (Figura 9A, simbolos abertos; Tabela 1).

Porém, quando avaliamos a contragdo de artérias mesentéricas superiores das mesmas ratas
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saudaveis, ndo observamos diferenca na resposta contratil comparando os vasos PVAT+ e
PVAT- (Figura 9B, simbolos abertos; Tabela 1).

Da mesma maneira, avaliamos a contracdao dos vasos de animais CLP. Coletamos as
aortas tordcicas e artérias mesentéricas superiores 24 h apds a inducao da sepse, quando a
hipotensao e hiporreatividade vascular ja estdo estabelecidas (Nardi et al., 2016; Benedet et al.,
2018). Esta hiporreatividade pode ser confirmada observando-se a Figura 9, que mostra que os
vasos de animais sépticos apresentam resposta maxima (Rmax) significativamente reduzida
quando comparados com os de animais naive (Figura 9A e 9B, simbolos fechados; Tabela 1).
Além disso, observamos também que a acao anticontratil do PVAT nao sé continua ocorrendo
no choque séptico, como também estd aumentada se comparada com os animais saudaveis em
ambos os vasos avaliados (Figura 9C e 9D). Este fenomeno pode ser facilmente visualizado no
grafico de contracdo de artéria mesentérica superior, neste vaso ndo observamos o efeito
anticontratil do PVAT em animais naive, porém, nos animais sépticos a contracio PVAT+

encontra-se claramente reduzida.
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Figura 9. A presenca do PVAT reduz a contracdo dos vasos de animas sépticos frente a

noradrenalina.
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Curva concentracdo-resposta para a noradrenalina em aorta toracica (A) e artéria mesentérica superior
(B) de animais naive (simbolos abertos) e animais sépticos (simbolos fechados) contendo (PVAT+) ou
nao (PVAT-) o tecido adiposo perivascular. Delta da area sob a curva (AUC, do inglés area under curve)
entre as curvas de contragdo de animais naive e séptico para aorta (C) e artéria mesentérica superior (D).
Os dados sdo expressos como a média + erro padrdo da média; n = 7-8. ANOVA de duas vias. * p <
0,05 comparagdo PVAT+ e PVAT- do grupo naive; e # p < 0,05 comparacdo PVAT+ e PVAT- do grupo
CLP.
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Tabela 1. Valores de poténcia (-log CEso) e resposta maxima (Rmax) da contracio induzida pela
noradrenalina em aorta toracica e artéria mesentérica superior com (PVAT+) ou sem (PVAT-) o
tecido adiposo perivascular mantido.

Aorta toracica Artéria mesentérica superior
Rmax (g) —log ECso Rmax (g) —log ECso
Naive
PVAT(-) 1.2+0.014 7.0 +£0.04 0.78 £0.01 5.6 +£0.04
PVAT(+) 1.1+0.01% 6.7 £ 0.04* 0.81+0.01 5.4 +0.03*
CLP
PVAT(-) 0.70 £0.01 6.3 £0.007 0.43 £0.01 5.5+0.02
PVAT(+) 0.51+0.01% 5.7+ 0.007* 0.35 + 0.03" 4.8 +0.007*

Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média; n=8. Teste t de Student, P < 0.05: * -log
CEso PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-) .

6.1.3. Confirmacao do aumento da acdo anticontratil do PVAT na sepse

Apesar de haver notavel diferenca na contragdo dos vasos de animais sépticos PVAT+
quando comparada a dos vasos que tiveram o PVAT removido, nos perguntamos o quanto desta
alteracdo seria unicamente proveniente do PVAT, ja que durante a sepse existem importantes
alteragdes tanto no musculo liso vascular quanto no endotélio. Para remover as possiveis
influéncias das outras camadas constituintes do vaso, avaliamos a contracdo apenas de vasos
saudaveis apos a incubagdao com PVAT de animais saudaveis ou sépticos.

Os resultados apresentados na Figura 10 confirmam que a sepse causa alteracdes no
PVAT e que este apresenta uma maior a¢do anticontratil quando comparada com a do PVAT
de animais saudéaveis na aorta (Figura 10A), bem como na artéria mesentérica superior (Figura
10B). Na Tabela 2 encontram-se os parametros de poténcia e resposta maxima da contracao

para a noradrenalina.
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Figura 10. Efeito anticontratil do PVAT removido de animais sépticos sobre a contracio de

vasos saudaveis
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O PVAT foi removido de aortas e artérias mesentéricas superiores de animais saudaveis ou sépticos,
mantidos em liquido nutritivo e adicionados as cubas contendo os vasos de animais saudaveis 20
minutos antes da curva concentragao-resposta para a noradrenalina. Ainda com a presenga do PVAT na
cuba, foram feitas as curvas concentragao-resposta para a noradrenalina (Painel A para aorta; Painel B

artéria mesentérica superior). Os dados s3o expressos como média £+ erro padrdo da média; n = 8.
ANOVA de duas vias, *p <0,05.
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Tabela 2. Valores de poténcia (-log CEso) e resposta maxima (Rmax) da contracio induzida pela
noradrenalina em aorta toracica e artéria mesentérica superior de animais saudaveis incubadas
com PVAT de animais naive ou CLP.

Aorta

PVAT Naive PVAT CLP
-log CEso Rmax -log CEso Rmax
6.7 +0.06 1.8+0.03 6.4+ 0.07* 1.4+0.02%

Artéria mesentérica superior

PVAT Naive PVAT CLP
-log CEso Rmax -log CEso Rmax
54+0.03 1.0 +0.01 5.3+0.04 0.63 +0.01%

Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média; n=8. Teste t de Student, P < 0.05: * -log
CEso PVAT CLP vs. PVAT naive; # Rmax PVAT CLP vs. PVAT naive.

6.1.4. Produciao de NO e ROS no PVAT

Considerando a relevancia do NO e das ROS na disfungao vascular ¢, ainda, na acao do
PVAT sobre a contragdo vascular, avaliamos a produ¢ao de ambos no PVAT de animais
saudaveis e durante a progressao da sepse, neste caso, nos tempos de 12 h e 24 h ap6s o CLP.

Os resultados mostram que houve aumento na produgdo de NO bem como de ROS pelo
PVAT da aorta ja no tempo de 12 h quando comparada ao grupo naive. A producio de NO se
manteve elevada nos tempos tardios da sepse (Figura 11A-D). Ja nas imagens referentes a
artéria mesentérica superior, ndo houve aumento da producdo NO no PVAT em nenhum dos
tempos avaliados (Figura 11E e G), enquanto, quase de maneira espelhada, nos tempos tardios

da sepse um aumento na produgdo de ROS pode ser observado (Figural1F e H).
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Figura 11. Produc¢io de NO e ROS no PVAT de aorta e artéria mesentérica superior obtidas de
animais sépticos durante a progressao da sepse.
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PVAT de aorta (micrografias e painéis de cima) e de artéria mesentérica superior (micrografias e painéis
de baixo). Imagens representativas da quantificagdo da producdo de NO (imagens em A ¢ E; painéis C
e G) e ROS (imagens em B e F; painéis D e H). As artérias foram coletadas de animais naive e de
animais sépticos 12 h e 24 h apds o CLP e incubados por 60 min com DAF-FM DA (10 uM) para a
medida da producdo de NO ou DHE (5 uM) para a avaliacdo da produgdo de ROS. As fotografias dos
cortes que ndo foram incubados com a sonda (Sem sonda) foram utilizadas para mostrar a
autofluorescéncia do tecido, a qual foi descontada dos demais cortes. As imagens foram obtidas com
aumento de 20x. Para melhor visualizagdo, o brilho foi aumentado 60% nas imagens A ¢ E ¢ 35% em B
e F. Os dados sdao expressos como média + erro padrdo da média; n=7, exceto pelo painel G, que
representa um n=5. ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Bonferroni; *p < 0,05 comparados com
o grupo Naive.
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6.1.5. Expressiao das NOS no PVAT durante o curso da sepse

Avaliamos, também, a expressdo das NO sintases no PVAT de ambos os vasos
estudados. De maneira interessante, encontramos um aumento da NOS-1 tanto na aorta quanto
na artéria mesentérica superior de animais sépticos nos dois tempos avaliados (Figura 12A-B e
G-H). Também observamos um aumento transitorio da expressdo da NOS-3 na aorta (Figura
12E-F), o que ndo foi visto na mesentérica superior (Figura 12K-L). Nao houve alteragdo

significativa da expressao da isoforma induzida (Figura 12C-D e I-J).
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Figura 12. Expressio das NO sintases no PVAT de aorta toracica e artéria mesentérica superior
durante a sepse.
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Imagens representativas e quantificacdo da intensidade relativa de fluorescéncia do PVAT da aorta
(painéis A —F) e artéria mesentérica superior (painéis G — L). Os cortes incubados apenas com anticorpo
secundario (Controle) foram usados como controle da autofluorescéncia. As imagens foram obtidas com
aumento de 20x, em microscopio confocal. A barra branca no canto inferior direito corresponde a 100
um. Os dados sdo expressos como média = erro padrao da média; n=5. ANOVA de uma via seguida
pelo pos-teste de Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo Naive.

6.1.6. S-nitrosilacido de proteinas no PVAT durante o curso da sepse

Como ja mencionado na Introdug@o, uma das acdes do NO ¢ sobre a S-nitrosilagdo de
proteinas. Avaliamos, entdo, utilizando a técnica de biotin switch, se o PVAT da aorta e
mesentérica superior estariam mais nitrosilados durante a sepse. A Figura 13 mostra que ha

maior nitrosilacdo de proteinas no PVAT da aorta quando comparado ao grupo naive (Figura
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13A e C). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na nitrosilagdo do PVAT da

mesentérica (Figura 13B e D).

Figura 13. S-nitrosilacdo de proteinas no PVAT de aorta e artéria mesentérica superior durante
a sepse.
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Imagens representativas e quantificagdo da intensidade relativa de fluorescéncia do PVAT de aorta (A
e C) e artéria mesentérica superior (B e D). Como controle da deteccao da S-nitrosilagdo, um grupo foi
incubado sem a presenga do ascorbato (Asc-). Aumento de 20x. A barra branca no canto inferior direito
¢ equivalente a 100 um. Os dados sdo expressos como média =+ erro padrdo da média; n = 5. ANOVA
de uma via seguida do pds-teste de Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo naive.

6.1.7. Envolvimento da producao de NO no efeito anticontratil do PVAT da aorta
durante o choque séptico

Levando em consideracao o aumento na producao de NO, o aumento da expressao de
NOS-1 e NOS-3, além do aumento da nitrosilagdo de proteinas no PVAT da aorta, avaliamos a
contragdo deste vaso apds incubacdo prévia do PVAT com inibidor nao seletivo da producdo
de NO, o L-NAME (200 uM), ou com inibidor da GCs, enzima alvo da acdo do NO (ODQ, 10
uM).

Na aorta, a inibi¢ao da via do NO, seja na sua sintese (Figura 14A) ou na sua via de agdo

(Figura 14B), foi capaz de reverter por completo o efeito anticontratil aumentado do PVAT
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proveniente de vasos CLP. Por outro lado, na artéria mesentérica superior, onde nao
encontramos aumento da producdo de NO nem da nitrosilagdo de proteinas no PVAT durante
a sepse, inibir a via do NO no PVAT nao causou mudanga significativa em sua agao anticontratil
aumentada (Figura 14C e D). Os valores de -log CEso e resposta méxima estdo mostrados na

Tabela 3.

Figura 14. Inibicio da via do NO no efeito anticontratil do PVAT removido de animais sépticos
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O PVAT foi removido de aortas (painéis A e B) e artérias mesentéricas superiores (C e D) de animais
saudaveis ou sépticos e incubados com L-NAME (200 pM; painéis A e C) ou com ODQ (10 uM; painéis
B e D) por 30 minutos, lavados e adicionados as cubas contendo os vasos de animais saudaveis. Apos
20 minutos, ¢ ainda na presenca do PVAT na cuba, foram feitas as curvas concentragdo-resposta para a
noradrenalina. Os dados s@o expressos como média + erro padrdo da média; n = 8. ANOVA de duas
vias, *p < 0,05.
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Tabela 3. Valores de poténcia (-log CEso) e resposta maxima (Rmax) da contracéio induzida pela
noradrenalina em aorta toracica e artéria mesentérica superior de animais saudaveis na presenca
de PVAT de animais saudaveis ou sépticos na auséncia ou na presenca de inibidores da via do NO.

Aorta
o PVAT Naive PVAT CLP
Inibidor
-log CEso Rmax -log CEso Rmax
L-NAME (200 uM) 6.8 +0.02 2.2+0.01 6.7 +£0.02* 2.2+0.01
ODQ (10 uM) 6.4 +0.04 1.4+0.02 6.5+0.04 1.4+0.01
Artéria mesentérica superior
o PVAT Naive PVAT CLP
Inibidor
-log CEso Rmax -log CEso Rmax
L-NAME (200uM) 5.6 £0.04 1.2+0.02 54+0.03* 0.60 +0.01%
ODQ (10 uM) 5.3+0.04 1.1+0.02 5.1+0.04* 0.80 + 0.027

Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log
CEso PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-) .

6.1.8. Envolvimento dos receptores B3-adrenérgicos no efeito anticontratil do
PVAT durante o desenvolvimento do quadro séptico

Tendo em vista i) que o PVAT apresenta um sistema adrenérgico completo,
expressando, principalmente, receptores P3-adrenérgicos e ii) que durante a sepse hd uma
ativacdo excessiva e sist€émica do sistema adrenérgico, avaliamos a expressdo dos receptores
3-adrenérgicos durante a progressao da sepse.

Encontramos um aumento da expressdo de receptores P3-adrenérgicos no PVAT da
aorta nos tempos de 12 h e 24 h ap6s a inducdo da sepse (Figura 15A e C). Nenhuma alteracao
na expressao destes receptores foi vista no PVAT da artéria mesentérica superior (Figura 15B

e D).
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Figura 15. Imunofluorescéncia dos receptores f3-adrenérgicos no PVAT de aorta e artéria
mesentérica superior durante a sepse.
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PVAT de aorta (grupo A) e artéria mesentérica superior (grupo B). Os Painéis C e D mostram a analise
quantitativa da intensidade da fluorescéncia para o PVAT da aorta e artéria mesentérica superior,
respectivamente (unidades arbitrarias). As imagens foram adquiridas em microscépio confocal com
aumento de 63 vezes; a barra branca na imagem inferior direita corresponde a 50 pm. Dados estdo
expressos como média + erro padrdo da média; n = 5. ANOVA de uma via seguida do pos-teste de
Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo Naive.

J& que os receptores P3-adrenérgicos aparecem regulados positivamente durante a
progressdo da sepse, avaliamos se sua ativacdo estaria envolvida no aumento da agdo
anticontratil do PVAT no choque séptico.

O antagonismo de receptores P3-adrenérgicos no PVAT, pelo antagonista seletivo

748,333 (10 uM), reverteu o efeito anticontratil de vasos incubados com PVAT CLP quando
comparados com PVAT naive (Figura 16 e Tabela 4).
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Figura 16. Efeito do antagonista do receptor p-3 adrenérgico sobre o PVAT de animais
saudaveis e sépticos na contracio de aorta de animais saudaveis.
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O PVAT foi removido de aortas de animais saudaveis ou sépticos e incubados com L 748,333 (10 pM)
por 30 minutos, lavados e adicionados as cubas contendo os vasos de animais saudaveis. Apos 20
minutos, ¢ ainda na presenca do PVAT na cuba, foram feitas as curvas concentracdo-resposta para a
noradrenalina. Os dados s@o expressos como média + erro padrdo da média; n = 8. ANOVA de duas
vias, *p < 0,05.

Tabela 4. Valores de poténcia (-log CEs) e resposta maxima (Rmax) da contracio induzida pela
noradrenalina em aorta toracica e artéria mesentérica superior de animais saudaveis na presenca
de PVAT de animais saudadveis ou sépticos na presenca de antagonista de receptores PB3-
adrenérgicos.

Aorta toracica

o PVAT Naive PVAT CLP
Inibidor
-log CEso Rmax -log CEso Rmax
L748,337 (10 uM) 7.3 +£0.04 1.5+0.01 7.3 +£0.04 1.4+0.01

Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log
CEso PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-).

6.1.9. Envolvimento da producio de ROS no efeito anticontratil do PVAT da
artéria mesentérica superior durante o choque séptico

Os resultados encontrados até entdo apontaram para uma diferenca nos mecanismos pelos
quais o PVAT exerce sua agdo sobre aorta e artéria mesentérica superior na sepse. Na aorta, a
via do NO parece ser importante, ja& na mesentérica superior, esta via ndo parece ser muito
relevante.

Investigamos se a acao anticontratil do PVAT da mesentérica superior poderia estar sendo
mediada pela produg¢do de ROS. Para isso, incubamos o PVAT de animais naive ou CLP com
inibidor da NADPH oxidase (apocinina, 1 mM) ou com scavenger de ROS (tempol, 10 uM).
Apesar da inibi¢do da enzima produtora de ROS ndo alterar a diferenga entre a contracdo de

vasos incubados com PVAT naive e CLP (Figura 17A), o tempol foi capaz de reverter
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completamente a contracdo aumenta dos vasos PVAT CLP (Figura 17B). Os valores referentes

ao -log CEso e resposta maxima podem ser encontrados na Tabela 5.

Figura 17. Efeito da apocinina e tempol sobre o PVAT de animais saudaveis e sépticos na
contracao de artéria mesentérica superior de animais saudaveis.
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O PVAT foi removido de artérias mesentéricas superiores de animais saudaveis ou sépticos e incubados
com apocinina (1 mM; painel A) ou tempol (10 uM; painel B) por 30 minutos, lavados e adicionados as
cubas contendo os vasos de animais saudaveis. Ap6s 20 minutos, e ainda na presenca do PVAT na cuba,
foram feitas as curvas concentragdo-resposta para a noradrenalina. Os dados sdo expressos como média
+ erro padrao da média; n = 8. ANOVA de duas vias, *p < 0,05.

Tabela S. Valores de poténcia (-log CEso) e resposta maxima (Rmax) da contraciio induzida pela
noradrenalina em aorta toracica e artéria mesentérica superior de animais saudaveis na presenca
de PVAT de animais saudaveis ou sépticos na presenca de compostos que interferem via de ROS.
Artéria mesentérica superior
PVAT Naive PVAT CLP
-log CEso Rmax -log CEso Rmax

Apocinina (1 mM) 54+0.06 0.83 £0.02 5.7+0.05 0.60 £ 0.01"

Tempol (300 uM) 5.7+0.07 0.6 £0.02 6.0 £0.07* 0.75 + 0.02"
Os dados sdo expressos como a média + erro padrdo da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log
CEso PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-) .

Inibidor

6.2. PARTEII

Nesta sessdo serdo apresentados os resultados encontrados durante o periodo de
Doutorado Sanduiche no Exterior da CAPES (PDSE), desenvolvido entre o periodo de
setembro de 2018 a fevereiro de 2019 na University of Manchester sob a orientagdo do
Professor Doutor Anthony Heagerty.

Nessa etapa do projeto, investigamos a influéncia do PVAT em microvasos. Para tal,
utilizamos como ferramenta experimental a incubagdo dos vasos PVAT+ e PVAT-ou do PVAT

1solado com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) na cuba de 6rgao isolado. Como os vasos de
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resisténcia sdo os principais elementos mantenedores da resisténcia vascular periférica
(revisado por Johnson, 2008), o objetivo nessa etapa do trabalho foi avaliar se a presenca do
PVAT, apos a incubagdo com LPS, causaria o mesmo efeito danoso visto nos vasos de maior
calibre durante a sepse.

Inicialmente, incubamos artérias mesentéricas de segunda ordem (com menos de 200
um de diametro) PVAT+ e PVAT- com LPS (15 pg/mL) por 4 horas e avaliamos a contragdo
para a noradrenalina. Observamos que 1) a agdo anticontratil do PVAT encontra-se presente
também nos vasos de resisténcia (Figura 18, simbolos fechados); 2) que a incubagdo com LPS,
mesmo que ex vitro € por tempo relativamente curto, induz hiporreatividade nestes vasos ¢ 3)

que a acdo do PVAT se mantém ativa nos vasos “endotoxémicos” (Figura 18, simbolos abertos).

Figura 18. Efeito do PVAT na contracdo para a noradrenalina de vasos saudaveis ou
incubados com lipopolissacarideo.
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Artérias mesentéricas de segunda ordem (sem endotélio) foram coletadas tendo o seu PVAT mantido
intacto (PVAT+) ou removido (PVAT-). As linhas tracejadas representam os vasos que foram incubados
com LPS (15 pg/mL) por 4h antes da realizagdo da curva com noradrenalina. Os vasos tiveram o
endotélio removido. Os dados sdo expresssos como média + erro padrdo da média; n = 8. ANOVA de
duas vias, *p < 0,05 PVAT+ vs. PVAT —; #p < 0,05 PVAT+ (LPS 4 h) vs. PVAT — (LPS 24 h).
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Tabela 6. Valores de poténcia (-log CEso) e resposta maxima (Rmax) da contracio induzida pela

noradrenalina em artéria mesentérica de segunda ordem PVAT+ e PVAT- incubados com veiculo
ou LPS.

Artéria mesentérica de segunda ordem

Rmax (g) —log ECso

PVAT(-) 160,3 +3 6,1 £0,04

PVAT(+) 149,2 + 3,3% 5,5+0,04%
LPS (15mg/mL)

PVAT(-) 140,6 £2,1 5,7+ 0,03

PVAT(+) 143,5+ 4,6 5,1 £0,04%*

Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log
CEso PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-).

Em seguida, avaliamos se a incubacdo apenas do PVAT com LPS (15 pg/mL) por 4
horas seria capaz de causar alguma alteracdo na contracdo destes vasos. Como podemos

observar na Figura 19 (e Tabela 7), a contragdo dos vasos com PVAT LPS ¢ reduzida, quando

comparada a dos vasos PVAT veiculo.

Figura 19. Efeito do PVAT na contraciio para a noradrenalina de vasos saudaveis apos a
incubacio do PVAT com lipopolissacarideo.
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Artérias mesentéricas de segunda ordem (sem endotélio) foram coletadas tendo o seu PVAT removido.
As linhas tracejadas representam os vasos saudaveis que tiveram o PVAT incubado com solugdo
nutritiva ou com LPS (15 pg/mL) por 4 h. Apos a incubagéo, o PVAT foi lavado 3x, adicionado a cuba
20 min antes ¢ mantidos durante a realizacdo da curva de contracdo para a noradrenalina. Os vasos
tiveram o endotélio removido. Os dados sdo expresssos como média + erro padrdo da média; n = 8.
ANOVA de duas vias, * p < 0,05 PVAT veiculo vs. PVAT LPS.
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Tabela 7. Valores de poténcia (-log CEso) e resposta maxima (Rmax) da contracéiio induzida pela
noradrenalina em artéria mesentérica de segunda ordem de animais saudaveis na presenca de
PVAT incubado com veiculo ou com LPS.

Artéria mesentérica superior

-log CE50 Rmax
PVAT - 6.1+£0.1 160.3 + 8.4
PVAT veiculo 5.9+0.09 160.8+7.9
PVAT LPS 4h 5.6 £ 0.08%# 146.9 + 7.5*#

Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média; n=9. Anova de uma via, seguida de pos
hoc de Bonferroni; p < 0,05: * -log CEso PVAT LPS 4h vs. PVAT-; # PVAT LPS 4h vs. PVAT veiculo.

Levando em consideracdo que ha perda do efeito anticontratil do PVAT em alguns
modelos de obesidade (Ketonen et al., 2010), incubamos o PVAT de camundongos obesos com
LPS (15 pg/mL). Avaliamos, entdo, se o LPS seria capaz de reduzir a contragdo destes vasos
da mesma maneira que vimos nos vasos de animais saudaveis. A Figura 20 (e Tabela 8) nos

mostra que o LPS nao foi capaz de alterar a contra¢ao dos vasos de camundongos obesos nestas

condicoes.

Figura 20. Efeito do PVAT na contraciio para a noradrenalina de vasos de camundongos obesos
apos a incubac¢do do PVAT com lipopolissacarideo.
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Artérias mesentéricas de segunda ordem (sem endotélio) foram coletadas de animais obesos tendo o seu
PVAT removido. O PVAT foi incubado com solugdo nutritiva ou com LPS (15 ug/mL) por 4 h. Apoés a
incubacgdo, o PVAT foi lavado 3x, adicionado a cuba 20 min antes e mantidos durante a realizag¢do da
curva de contracdo para a noradrenalina. Os vasos tiveram o endotélio removido. As linhas tracejadas
indicam os animais controle (saudaveis). Os dados sdo expressos como média = erro padrdo da média;
n=6; ANOVA de duas vias; * p < 0,05 PVAT saudavel vs. PVAT saudavel com LPS.
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Tabela 8. Valores de poténcia (-log CEs) e resposta maxima (Rmax) da contracfo induzida pela
noradrenalina em artéria mesentérica de segunda ordem de animais obesos na presenca de PVAT
incubado com veiculo ou com LPS.

Artéria mesentérica superior

-log CE50 Rmax
PVAT obeso veiculo 5.9+0.08 136,7+ 5.9
PVAT obeso LPS 4h 5.8+0.1 145,6 £9.3

Os dados sao expressos como a média + erro padrdo da média; n=7. Teste t de Student, p < 0,05.
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7. DISCUSSAO

A sepse ¢ uma condi¢do complexa. Trata-se de um processo inflamatorio sistémico
gerado por uma infec¢ao, que promove alteragdes em niveis teciduais, celulares e moleculares
em diferentes sistemas do organismo. Assim, o entendimento de sua fisiopatologia e a
translacdo de dados de estudos com animais para a clinica se mostram complicados (revisado
por Gotts e Matthay, 2016). O modelo experimental de ligadura e perfuracdo do ceco foi
escolhido neste trabalho por ser considerado o modelo que melhor representa na pesquisa basica
as alteragdes que ocorrem na sepse clinica (Rittirsch et al., 2009). Por ser um modelo invasivo,
os animais submetidos ao CLP apresentam sinais de desconforto e dor, entre eles piloerecao,
baixa mobilidade, cifose vertebral e dispneia (Sotocinal et al., 2011). Visando minimizar a dor,
os animais foram tratados com tramadol, um analgésico opidide, derivado sintético da codeina,
que atua no sistema nervoso central inibindo a transmissao da dor pela inibi¢ao da recaptagao
neuronal de noradrenalina e aumento da liberagdo de serotonina (Minami et al., 2015); este
analgésico ndo apresenta efeitos imunossupressores (Sacerdote, 2006; Hugunin et al., 2010).
Apesar de ser amplamente utilizado, o modelo de CLP apresenta uma grande variabilidade,
sendo importante a sua padronizacdo para que ndo haja heterogeneidade na intensidade da
infeccdo gerada. Para tal, analisamos a mortalidade de um grupo de animais por 96 h (4 dias)
e, assim, padronizamos a sobrevivéncia dos animais em 50% 48 horas apds a indugao da sepse.
Ao final das 96 h, a sobrevivéncia ndo passou dos 20%.

A fim de definir o melhor controle experimental, avaliamos a concentragdo dos
metabolitos de NO (NOx) no plasma de animais naive, Sham e sépticos. Esta relagdo entre o
aumento dos metabdlitos de NO no plasma e a sepse/choque séptico ja foi demonstrada,
inclusive na clinica (Mitaka et al., 2003). Em nossa analise, ndo encontramos diferenca nos
niveis de NOx do plasma de animais falso-operados quando comparados ao plasma de animais
saudaveis. J4 nos animais sépticos, como esperado, este indice estava significativamente
aumentado. Ainda, com o mesmo proposito de selecionar o controle experimental, realizamos
curvas concentragao-resposta para a noradrenalina em vasos de animais naive ¢ Sham PVAT+
ou PVAT-. Também ndo encontramos diferencas no perfil contratil entre os grupos.
Considerando estes resultados, optamos por seguir o trabalho utilizando animais naive como
controle experimental, ja que estes animais ndo passam por protocolo cirurgico, minimizando
assim o sofrimento animal. E importante destacar que, sempre que possivel, aorta e mesentérica
superior e seus respectivos PVAT foram coletados do mesmo animal para a redu¢dao do numero

de animais utilizados no desenvolvimento deste trabalho.
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Depois da descoberta de Soltis e Cassis (1991), que mostrou que o PVAT apresenta agao
paracrina sobre a aorta de animais experimentais, outros estudos foram desenvolvidos para
explorar essa acao em diferentes vasos (Lu et al., 2011; Restini et al., 2018), em outros animais
(Payne et al., 2010; Owen et al., 2013) e até mesmo em humanos (Payne et al., 2012; Wang et
al., 2018), a fim de confirmar a acdo anticontratil deste tecido em situagdo fisiologica e,
também, investigar suas possiveis alteracdes em doencas cardiovasculares. Na fisiopatologia
da hipertensao, por exemplo, ja foi relatado que a agdo anticontratil do PVAT se encontra
atenuada, o que pode ser explicado por mudancas morfoldgicas e no perfil de liberagdo de
adipocinas pelo tecido (Galvez et al., 2006). Em animais SHR os niveis de leptina estdo mais
baixos, com consequente diminui¢do na produg¢do de NO, provavelmente por uma menor
ativacdo de NOS-3 (Galvez-Prieto et al., 2012). Ja se observou que em animais hipertensos, ha
reducdo da producdo de Ang (1-7) e, por outro lado, um aumento de Ang II (Lee et al., 2011;
Lu et al., 2011). Na aterosclerose, estudo utilizando corondrias e aortas (principais vasos a
desenvolver placas ateroscleréticas) obtidas em autopsia, mostrou uma correlagio positiva entre
a producao de adipocinas pro-inflamatorias no PVAT e a aterosclerose e, entre estas adipocinas,
estdo a visfatina e quimerina. O mesmo grupo também mostrou que hd uma relagdo inversa
entre aterosclerose e a producdo de adiponectina, corroborando assim sobre a possivel
contribuicao da gordura perivascular na manuten¢do da aterosclerose (Spiroglou et al., 2010).
Estes achados obtidos através de material humano foram também vistos em estudos
experimentais mais recentes, que detectaram um aumento de genes/proteinas associados ao
dano oxidativo e a inflamagdo, como de interleucina-8 ¢ MCP-1 no PVAT de animais
submetidos a modelos de inflamacao vascular (Manka et al., 2014; Quesada et al., 2018).
Também, na obesidade, se sabe que o efeito anticontratil do PVAT se encontra abolido ou
significativamente reduzido em diferentes modelos da doenga (Marchesi et al., 2009; Ketonen
et al., 2010; Agabiti-Rosei et al., 2014). Neste caso, o eixo hipdxia-inflamagdo-estresse
oxidativo favorece a producao de citocinas e adipocinas pro-inflamatérias, como leptina e TNF-
a ¢ a reducdo de mediadores anti-inflamatorios, como adiponectina e IL-10, agravando a
disfuncdo endotelial e resultando na perda ou atenuagdo da agao anticontratil do PVAT (Xia &
Li, 2017).

Apesar da sepse apresentar importantes alteracdes vasculares, seu efeito global difere
das demais doengas vasculares citadas acima, no sentido de haver maior produgdo de
mediadores da vasodilatacdo, culminando ndo em hipertensdo, mas, pelo contrario, em uma

grave hipotensdo (Matsuda e Hattori, 2007). Dessa maneira, as alteragdes do PVAT muito
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provavelmente se mostram diferentes ou até opostas as que ocorrem em doengas como a
hipertensdo ou aterosclerose.

No final de 2019, Awata e colegas mostraram que na sepse experimental o PVAT da
aorta apresenta aumento de sua agdo anticontratil em resposta a fenilefrina, favorecendo a
hiporreatividade vascular caracteristica desta condi¢do. Nossos experimentos confirmam tal
achado. Em nossas condi¢gdes experimentais, também encontramos um aumento da agdo
anticontratil do PVAT sobre aorta toracica e, ainda, sobre a artéria mesentérica superior de
animais sépticos. Avaliamos a contragdao destes vasos na fase tardia da sepse (24 horas apos a
sua indugdo), pois neste momento os animais se encontravam em choque séptico, ou seja, a
hiporreatividade vascular estava instalada, o que pode ser visto claramente em nossos
resultados, onde aorta e artéria mesentérica superior apresentam importante redugdo da resposta
maxima ao agente vasoconstritor. Em nosso trabalho utilizamos a noradrenalina como agente
vasoconstritor, pois este ainda é o firmaco de escolha no tratamento da hipotensdo na sepse
clinica (Scheeren et al., 2019).

Os dois vasos alvos de estudo deste trabalho possuem diferentes tipos de tecido
perivascular. Enquanto a aorta apresenta PVAT do tipo marrom, a mesentérica superior ¢
formada pelo PVAT do tipo branco (Brown et al., 2014). Além disso, por apresentarem
localizacdo e calibre diferentes, os mecanismos de manutencdo da contracdo nao sao
exatamente os mesmos, visto que ha diferencgas na distribui¢do de receptores a e B adrenérgicos
e de receptores de Ang II ao longo da rede arterial (Chen et al., 1995; Stassen et al., 1997;
Chruscinski et al., 2010). Levando em consideragao estas informacgdes, confirmamos dados da
literatura sobre a acao anticontratil do PVAT na aorta toracica em situacao fisioldgica (Soltis e
Cassis, 1991). Porém, ndo encontramos esta mesma acao sobre a artéria mesentérica superior
de ratas saudaveis, o que se assemelha ao achado de Victorio e colegas (2016), que mostraram
ndo haver grande influéncia do PVAT na contracdo de aorta abdominal. Assim como a
mesentérica superior, a aorta abdominal apresenta PVAT do tipo branco e nesta por¢ao do vaso,
o grupo nao encontrou diferenga na contracdo para a fenilefrina entre os grupos PVAT+ e
PVAT-. Por outro lado, como mencionado anteriormente, no choque séptico encontramos uma
reducdo na contragdo vascular para a noradrenalina em ambos os vasos PVAT+, que pode ser
confirmada pela diferenga no AAUC, apontando para uma contribui¢do deste tecido também na
mesentérica superior durante a sepse.

Apesar da menor resposta contratil apresentada pelos vasos sépticos PVAT+, sabemos
que profundas altera¢des endoteliais bem como na musculatura lisa vascular sdo causadas pela

sepse (Hollenberg e Cunnion, 1994; Matsuda e Hattori, 2007). Para garantirmos que a diferenca
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na contragdo seria, realmente, proveniente de alteracdes locais no PVAT dos animais sépticos,
langamos mao de um protocolo experimental “cruzado”, que utilizou unicamente vasos
saudaveis no sistema de 6rgao isolado, mas os PVAT adicionados a cuba eram provenientes de
animais saudaveis ou sépticos. Neste esquema experimental, encontramos uma redugdo
significativa na contracdo dos vasos saudaveis que foram incubados com PVAT de animais
sépticos quando comparada aqueles vasos receptores do PVAT naive, corroborando com o
resultado do experimento anterior e mostrando que ha alteracao na produgao de mediadores que
sao provenientes do PVAT durante a sepse. Este protocolo “cruzado” foi escolhido para dar
continuidade aos experimentos funcionais da Parte I deste trabalho.

Como ja mencionado na Introdugdo, o PVAT tem importantes efeitos paracrinos, que
ocorrem pela liberagdo de diversos mediadores, entre eles ROS e NO, agindo sobre o tonus
vascular (Gao et al., 2006; Xia et al., 2016). A producdo de NO e de ROS parece estar
aumentada no PVAT da aorta durante a sepse experimental e este aumento pode estar envolvido
na sua maior agao anticontratil (Awata et al., 2019). Através de experimentos utilizando sondas
fluorescentes, confirmamos o aumento de NO no PVAT da aorta durante a progressao da sepse,
nos tempos de 12 h e 24 h ap6s sua indugdo, enquanto a producao de ROS se mostrou transitoria
neste vaso. De maneira inesperada, a produ¢do de NO pelo PVAT da mesentérica superior nao
aumentou nos tempos avaliados. Neste vaso, encontramos apenas aumento na produgao de ROS
na fase tardia da sepse.

Uma possivel explicacdo para o aumento de NO no PVAT da aorta seria o aumento da
expressao/atividade das enzimas NO sintases e o seu desacoplamento poderia explicar o
aumento de ROS na mesentérica, visto que esta artéria se encontra na regido peritoneal,
justamente onde ¢ feita a indugdo cirirgica da sepse e, portanto, em uma area de intensa
inflamacdo local. Diante destas possibilidades e por meio de experimentos de
imunofluorescéncia, avaliamos a expressao das 3 diferentes isoformas da NOS no PVAT de
ambos os vasos. Houve aumento da isoforma neuronal, tanto no PVAT da aorta quanto da
mesentérica superior € apenas um aumento transitorio da NOS-3 no PVAT da aorta. De maneira
muito interessante e inesperada, ndo vimos aumento significativo da NOS-2, a isoforma
induzida da enzima, nos tempos avaliados em nenhum dos PVAT. Importante ressaltar que
confirmamos a efetividade do anticorpo utilizado para a imunofluorescéncia da NOS-2 contra
macrofagos peritoneais de camundongos.

A expressdo génica das trés isoformas das NO sintases ja foi previamente analisada no
PVAT (Xia et al., 2016). E sabido que pode haver variagdo da expressdo proteica desta enzima

dependendo da localizacdo e, ainda, que ocorrem variagcdes na sua atividade em situagdo
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patologica, como na obesidade, onde ha desacoplamento de NOS-3, com consequente reducao
da producao de NO (Victorio et al., 2016; Xia et al., 2016). Para avaliar se a atividade das NOS
estaria aumentada no PVAT de aorta e mesentérica superior durante o choque séptico,
incubamos o PVAT de animais saudaveis e sépticos com L-NAME (inibidor ndo seletivo das
NOS). Apds a incubagdo, adicionamos os PVAT as cubas de 6rgao isolado contendo vasos
saudaveis e, entdo, procedemos a curva cumulativa para a noradrenalina. Na aorta, a inibi¢ao
da NOS reverteu completamente o maior efeito anticontratil causado pelo PVAT de animais
sépticos. Mas, por outro lado, na mesentérica superior o PVAT séptico continuou induzindo
uma contragao significativamente menor do que o PVAT saudavel. Este resultado apontou para
diferengas nos mecanismos de a¢do entre PVAT de aorta e de artéria mesentérica superior na
contragdo vascular durante a sepse.

Somado a este resultado e a fim de comprovar o envolvimento da via do NO na aorta e
0 ndo envolvimento da mesma via na mesentérica superior, avaliamos a acdo do NO sobre
alguns dos seus principais alvos. O alvo classico da agdo do NO ¢ a GCs, sua ativagdo induz a
sintese de GMPc que, por sua vez, ird estimular a proteina quinase dependente de GMPc (PKG),
dando inicio a uma cascata de sinalizacdo através de fosforilacdo proteica (revisado por Cary
etal.,2006). Na sepse, além do aumento da producdo de NO, ja foi demonstrado que ha também
aumento da expressdo da GCs na aorta e sua inibigdo na fase tardia da sepse melhora a
hiporreatividade vascular, reduzindo a mortalidade da sepse experimental (Fernandes et al.,
2009). Em experimentos de 6rgdo isolado, mostramos que a inibi¢do da GCs no PVAT de aorta
também foi capaz de anular a diferenga contratil entre vasos receptores de PVAT séptico e
PVAT saudavel.

Outro alvo conhecido da acao do NO se da sobre proteinas, através da reagao reversivel
com sulfidrilas (tidis) de residuos de cisteinas, levando a formacao de S-nitrosotidis (Hess et
al., 2005). Dependendo do sitio de S-nitrosilagdo, pode haver alteracdes conformacionais e
funcionais na proteina alvo, estando esta interagao relacionada a diversos processos regulatorios
(Anand e Stamler, 2012). Estudo prévio do nosso laboratdrio mostrou que hd um aumento na
S-nitrosilagdo de proteinas da aorta de animais sépticos e que proteinas importantes na
manuten¢do do tonus vascular, como a BKca de alta condutincia, podem estar altamente
nitrosiladas nesta condi¢do (Benedet et al., 2018). A S-nitrosilagdo de proteinas aumenta o
tempo de meia-vida do NO em minutos, horas ou até mesmo dias nos sistemas biologicos,
funcionando como reservatorio de NO (Stamler et al.,1992; Hess et al., 2005). Avaliamos,
entdo, se a S-nitrosila¢do de proteinas no PVAT de aorta e artéria mesentérica superior poderia

estar funcionando como reserva de NO durante a progressdao da sepse. Nossos resultados
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mostram que hd aumento da S-nitrosilagdo no PVAT da aorta, porém, na mesentérica superior,
assim como ndo houve influéncia da inibi¢do de GCs, também nao encontramos alteragdo no
perfil de S-nitrosilagdo deste PVAT no curso da sepse.

Porém, de onde vem o estimulo para o aumento da produgao de NO visto no PVAT da
aorta? Sabe-se que hd inervacdo simpatica no PVAT tanto de aorta quanto de artérias
mesentéricas, mas, esta inervacao ¢ mais significativano PVAT do tipo branco do que no PVAT
marrom (Bullock e Dally, 2014; Ayala-Lopez et al., 2014). Por outro lado, a parte da inervagao
simpatica, nos ultimos anos tem sido mostrado que o PVAT apresenta um sistema proprio de
produgdo e armazenamento de catecolaminas (Ayala-Lopez et al., 2015; Saxton et al., 2018;
Ahmad et al., 2019). No PVAT, encontram-se expressos receptores o ¢ 3 adrenérgicos, sendo
o receptor do tipo B3 adrenérgico o mais abundante (33> a2> al) (Bullock e Dally, 2014). Sua
ativagdo tem sido vista como fundamental para a a¢ao anticontratil do PVAT. Estudos prévios
mostraram que a utilizagdo de agonista B3 adrenérgico (CL-316243) é capaz de induzir
vasodilatagdo independente de endotélio, mas dependente do PVAT em vasos de resisténcia e
que o estimulo de receptores B3 adrenérgicos do PVAT induz a liberacao de NO, provavelmente
mediada pelo aumento da producdo de adiponectina (Greenstein ef al., 2009; Weston et al.,
2013; Saxton et al., 2018; Bussey et al., 2018). No sistema circulatorio, receptores 3
adrenérgicos também sdo encontrados no coracao, onde, em oposi¢ao aos efeitos de aumento
da forca e frequéncia cardiacas apresentados pelos demais subtipos de receptores 3 (B1 e B2),
sua ativacdo produz efeitos inotropicos negativos. Sua ativagdo necessita de maiores
concentragcdes de catecolaminas e sua agdo ¢ dependente de NO que, por sua vez, tem sua
producao estimulada pelo aumento na expressao e atividade das isoformas constitutivas da NO
sintase (Aragon et al., 2011). Nos avaliamos a expressao de receptores 3 adrenérgicos no
PVAT de aorta e mesentérica superior de animais naive e sépticos e pudemos confirmar a sua
expressao em ambos o0s vasos. Mostramos um aumento na expressao de f3 durante a sepse, mas
1sso ocorreu apenas no PVAT da aorta, onde vimos também um aumento da producdo de NO.

Nos vasos de condutancia, os receptores 3 adrenérgicos estdo também expressos no
endotélio (Rautureau et al., 2002). Para evitar a interferéncia dos receptores endoteliais,
incubamos os PVAT isolados de animais saudédveis e sépticos com antagonista seletivo de
receptor B3 adrenérgico (L 748,333) e seguimos com o experimento ‘“cruzado”, utilizando
apenas aortas de animais saudaveis. A inibi¢ao de receptores B3 adrenérgicos no PVAT reverteu
a diferenca entre PVAT saudéavel e séptico na contragdo da aorta, sugerindo um possivel
mecanismo para a a¢do anticontratil do PVAT adrtico durante a sepse: no choque séptico ha

disfungdo na modulacdo simpdatica do sistema circulatério, todavia sdo encontradas altas
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concentragdes de catecolaminas circulantes (Annane et al., 1993), esta alta concentracdo de
catecolaminas estaria agindo sobre os receptores 3 adrenérgicos do PVAT da aorta ativando-
0s. Sua ativacdo levaria ao aumento da expressao e atividade de NOS-1, culminando em
aumento na producao de NO e agravamento da vasoplegia.

Porém, ¢ sabido que a disfuncdo simpatica da sepse ¢ influenciada pelo aumento da
internalizacdo de receptores adrenérgicos, causada justamente pela continua alta concentragao
de catecolaminas circulantes (Dal Secco et al., 2010; Burgdorff et al., 2018). Dessa forma, os
receptores B3 adrenérgicos ndo deveriam estar reduzidos € nao mais expressos durante a sepse?
Estudos utilizando diferentes tipos celulares, mostram que receptores 3 adrenérgicos sdo mais
resistentes a dessensibilizacdo do que os outros tipos de receptores adrenérgicos, isso porque
este subtipo ndo apresenta importantes sitios estruturais importantes para a internalizagao
apresentados pelos outros subtipos B (Nantel et al., 1993; Carpéné et al., 1993; Milano et al.,
2018). Esses dados sustentam nossos achados e a nossa hipotese de mecanismo anticontratil do
PVAT sobre a aorta durante a sepse experimental.

Na artéria mesentérica superior, 0 mecanismo parece ser outro. Apesar de ndo haver
aumento na producdo de NO no PVAT deste vaso, encontramos aumento da producdo de ROS.
Contudo, a inibi¢ao da NO sintase no PVAT nao reduziu o efeito anticontratil na mesentérica
durante a sepse, indicando que o desacoplamento enzimatico de NOS nao deve ser a fonte de
sua producdo. Gao e colaboradores (2006) mostraram que ha NADPH oxidase expressa e
funcional no PVAT de artéria mesentérica e a formacao de O, pela NADPH oxidase do PVAT
apresenta acdo contratil sobre este vaso em condicao fisioldgica (Gao et al., 2006). Porém, apos
produzido, o O™ pode ser prontamente convertido por enzimas superdxido dismutases (SOD)
a Oz e H20», o ultimo com conhecida agdo vasodilatadora (revisado por Liochev e Fridovich,
2007). Além disso, sabe-se que a isoforma 4 da NAPH oxidase (NOX4) produz
majoritariamente H>O» e estd expressa em adipocitos (Ray et al., 2011). E, ainda, que a
interagdo entre a alta produ¢do de NO e O;" leva a formagdo de ONOO", uma ROS
extremamente reativa € que também apresenta acdo vasodilatadora (Ronson et al., 1999).
Considerando todas estas informacdes sobre a producdo de ROS pela NADPH oxidase,
avaliamos se a sua inibicdo no PVAT poderia ter influéncia sobre a contragdo da artéria
mesentérica superior na sepse. Porém, ndo encontramos nenhuma alteracdo no perfil de
contragdo apos a inibi¢cdo desta enzima no PVAT.

Até esta fase do trabalho pudemos saber que o aumento de ROS ndo parece ser
proveniente do desacoplamento de NO sintase, nem de NADPH oxidase. Utilizamos entdo,

também em experimento de 6rgao isolado, um scavenger de ROS, para confirmarmos se o
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aumento da producdo local, mostrada pela sonda fluorescente, teria realmente influéncia
funcional. O uso de tempol como scavenger nos confirmou a importancia das ROS do PVAT
para a vasoplegia da mesentérica superior na sepse, uma vez que a retirada de ROS nao so
reverteu a acao anticontratil do PVAT séptico, como também apresentou uma contragdo maior
do que a do vaso contendo PVAT saudavel.

A redugdo da entrega de oxigénio, devido a baixa perfusdo tecidual, somada aos
excessivos niveis de substancias inflamatorias formados durante a sepse, levam a importante
disfun¢do mitocondrial. As alteragdes mitocondriais incluem a redugao da produgdo de ATP e
o aumento da producdo de ROS pela cadeia respiratoria, aumentando a liberagdo de ROS para
o citoplasma da célula (Singer, 2014). A mitocondria é vista como uma das principais fontes de
ROS na sepse, e sua disfung@o estd associada ao mau prognostico da doenga (Galley, 2011;
Zhang et al., 2018). Assim, embora ainda ndo confirmado, hd grande possibilidade de que o
aumento de ROS no PVAT durante a sepse seja proveniente da mitocondria disfuncional.

A préxima etapa do trabalho consistiu na Parte II, onde iniciamos a avaliag¢do do efeito
do PVAT em artérias de resisténcia. Aqui, utilizamos vasos de camundongos incubados com
LPS. O LPS ¢ utilizado como modelo experimental para o estudo das altera¢des vasculares da
sepse, pois a injecdo deste produto bacteriano causa endotoxemia, condi¢do que apresenta
alteragdes cardiovasculares parecidas com aquelas da sepse, sendo util para o estudo de
mecanismos e vias relacionadas ao desenvolvimento desta condi¢do (Lewis ef al., 2016). Outra
diferenca desta parte do trabalho foi a utilizagdo dos vasos sem o endotélio. Nas etapas
anteriores utilizamos vasos com o endotélio intacto, porém, avaliamos agora a possibilidade de
uma “conversa” direta entre PVAT e musculo liso vascular. A a¢do vasodilatadora promovida
pelo PVAT e independente de endotélio ja foi demonstrada em vasos de resisténcia na condi¢ao
fisiologica e em doencgas do sistema cardiovascular (Verlohren ef al., 2004; Gao et al., 2007;
Aghamohammadzadeh ef al., 2015). Confirmamos os dados da literatura que mostram que ha
diferenca na resposta contratil de vasos de resisténcia saudaveis PVAT+ e PVAT-, ja que nosso
resultado mostra uma reducao significativa na contragao de vasos que tiveram o PVAT mantido.
A incubagdo de vasos (contendo ou ndo PVAT) com LPS durante poucas horas (4 h) ja é capaz
de causar a redu¢do da resposta maxima para a noradrenalina e, além disso, notamos que a
reducdo da resposta contratil dos vasos PVAT+ em relacdo aos PVAT- foi mantida nesta
condicao.

Da mesma maneira que na Parte I do trabalho, isolamos o PVAT para incubagao (neste
caso com LPS), para depois o acrescentarmos ao banho de 6rgaos, garantindo que as possiveis

alteragdes seriam provenientes de algum fator proveniente do PVAT. Utilizando esta estratégia,
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também encontramos uma redu¢@o na resposta dos vasos que receberam o PVAT incubado com
LPS.

Levando em consideragao nossos achados sobre a expressao e atividade das enzimas
NOS no PVAT durante a sepse, este aumento da a¢cdo anticontratil com a incubagdo do PVAT
com LPS, pode estar relacionada com um aumento da expressao e/ou atividade das isoformas
constitutivas, principalmente da NOS-1. Ao encontro desta hipotese vem a informagao sobre a
importancia do NO proveniente do PVAT em vasos de resisténcia, ja bem descrita na literatura
(Weston et al., 2013; Aghamohammadzadeh et al., 2015). Além disso, trabalho anterior do
laboratério mostra que hd aumento da atividade de NOS-1 logo ap6s a inje¢ao de LPS em ratos
e que esta isoforma age como um gatilho para a resposta inflamatoria sist€émica, sendo
importante para a indugdo posterior da isoforma induzida (Duma et al., 2011). Outros possiveis
mediadores para esta acdo seriam o H>Oz e o H2S, conhecidos por suas a¢des independentes do
endotélio e PVAT-dependente sobre a vasodilatagao (Gao et al., 2007; Fang et al., 2009).

A presenca de comorbidades, como doenga renal cronica e diabetes, contribuem para o
desenvolvimento e para o mau prognostico da sepse (Hotchkiss et al., 2016). No entanto, uma
comorbidade se apresenta como paradoxal no que diz respeito ao prognostico desta condigao.
O termo “paradoxo da obesidade” tem sido usado para descrever o fenomeno de protecdo na
mortalidade de pacientes obesos com sepse quando comparados com pacientes magros (Yeung
e Eikermann, 2017). Esta prote¢do relacionada a obesidade ainda ¢ bastante discutida, sendo
tomada por alguns autores como ambigua, ja que alguns estudos utilizando animais de
experimentacdo trazem resultados que refutam este paradoxo (revisado por Mittwede et al.,
2016). Porém, um grande estudo coorte publicado em 2019, considerando 55.038 pacientes
sépticos adultos, confirma que h4 um menor indice de mortalidade de pacientes com sobrepeso
e obesos por sepse, do que daqueles pacientes com indice de peso normal (Pepper ef al., 2019).
O aumento de leptina plasmatica e o fendtipo da obesidade (considerando o efeito protetor do
BAT) sdo indicados como possiveis mediadores, porém ainda nio se sabe qual € o mecanismo
que proporciona tal efeito protetor (Crouser et al., 2019).

Sabe-se que o efeito anticontratil do PVAT se encontra completamente abolido em
modelos de obesidade induzida por HFD (do inglés high fat diet) e modelo genético New
Zealand (NZO), e significativamente reduzido em modelo genético ob/ob (Marchesi et al.,
2010; Ketonen et al., 2010; Agabiti-Rosei ef al., 2014). Algumas alteracdes locais ajudam a
explicar essa mudanga na acdo do PVAT sobre a contracdo vascular na obesidade. O tamanho
e a massa dos adip6citos aumentados, além da redugdo na densidade e formacgao de capilares,

proporcionam a formag¢ao de um ambiente hipoxico (Marchesi et al., 2010). A hipoxia, por sua
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vez, favorece a produgdo e liberagdo de citocinas, quimiocinas (MIP-1a e MCP-1) e leptina,
induzindo a infiltracao de células imunes, como linfécitos do tipo T e de macréfagos no PVAT
(Greenstein et al., 2009, Chatterjee et al., 2009). Os macréfagos apresentam importante
influéncia na disfungdo do PVAT, pois induzem a atividade de NADPH oxidase, resultando em
um aumento na produg¢do de anion superdxido (Ketonen et al., 2010; DeVallance ef al., 2018).
Também, o PVAT de animais tratados com HFD apresenta desacoplamento da NOS-3 e
diminui¢do na disponibilidade de arginina (Gil-Ortega et al., 2014; Xia et al., 2016). Outra
enzima antioxidante que apresenta sua expressao reduzida nesta condi¢ao ¢ a cistationina-y-
ligase (CSE), atenuando os niveis de H>S (revisado por Beltowski, 2013). Este trio, hipoxia-
inflamacao-estresse oxidativo favorece a producdo de citocinas e adipocinas pro-inflamatoérias,
como leptina, TNF-a e IL-6 e a regulagdo negativa de mediadores anti-inflamatorios, como
adiponectina e IL-10, agravando a disfuncao endotelial e resultando na perda ou atenuacdo da
acao anticontratil do PVAT na obesidade.

Avaliamos se a incubacdo do PVAT de animais obesos com LPS apresentaria a mesma
resposta anticontratil aumentada que observamos nos vasos de animais saudaveis. Reforcando
os dados da literatura, nao encontramos nenhuma diferenca na contragao de vasos de animais
obesos PVAT + LPS quando comparados com PVAT incubado com veiculo apenas.

Os resultados referentes a Parte II do trabalho, embora ainda muito preliminares, nos
apontam novas possibilidades de investigacdo dos mecanismos que relacionam o PVAT e a
contragdo de vasos de resisténcia durante a sepse e também consideram uma possivel relagdo

entre PVAT, disfun¢do vascular da sepse e obesidade.

8.  CONCLUSAO

O PVAT contribui para o efeito anticontratil da aorta, de artéria mesentérica superior e,
muito provavelmente, de artérias de resisténcia durante sepse. O mecanismo do efeito
anticontratil parece ser diferente dependendo da localizagdo e do tipo de PVAT. Na aorta
toracica, o NO proveniente do PVAT ¢ produzido pelas NOS constitutivas, provavelmente
mediada pela ativacdo de receptores B3 adrenérgicos e envolve a GCs e as vias de S-nitrosilagdo
para seu efeito anticontratil. Por outro lado, na artéria mesentérica superior, o efeito anticontratil
do PVAT parece depender principalmente da producdo de ROS. Ja na artéria mesentérica de
segunda ordem, sdo necessarias mais informacdes sobre o mecanismo. No geral,
independentemente dos mecanismos envolvidos, nossos resultados implicam o PVAT como

um tecido ativo na disfunc¢do da sepse experimental.
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