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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel do tecido adiposo perivascular (PVAT) na 
reatividade vascular em aorta de camundongos treinados e alimentados com dieta 
hiperlipídica. Camundongos C57BL6/JUnib (6-7 semanas/20-24 gramas) foram 
divididos em 4 grupos: controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta 
hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). Por dezesseis 
semanas os grupos c-SD e c-TR foram alimentados com ração balanceada e os 
grupos dh-SD e dh-TR com dieta hiperlipídica. Após a oitava semana, apenas os 
grupos c-TR e dh-TR iniciaram o treinamento físico aeróbio moderado em esteira, 5 
dias/semana, 60 min por sessão (10 min a 40% da velocidade máxima, 40 min a 60-
70% da velocidade máxima e 10 min a 40% da velocidade máxima) e 0% de 
inclinação, até o final do protocolo. A reatividade vascular em anéis de aorta 
torácica, na presença e na ausência do PVAT (PVAT+/PVAT-) foi verificada através 
de curvas concentração-resposta à: acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sódio 
(SNP), análogo do tromboxano A2 (U46619) e endotelina-1 (ET-1). A expressão das 
proteínas: eNOS e iNOS foram determinadas na aorta e no respectivo PVAT, bem 
como a produção de óxido nítrico (NO). Fatores bioquímicos circulantes e o índice 
HOMA-RI foram determinados. O grupo dh-SD apresentou aumento do peso 
corporal, gordura epididimal, glicose, colesterol total, triglicerídeos, insulina, leptina, 
resistina, TNF-α, TBARS e índice HOMA-RI quando comparado ao grupo c-SD. O 
treinamento físico aeróbio foi eficaz em reduzir os valores de insulina, TNF-α e 
TBARS e aumentar o índice HOMA-RI no grupo dh-TR. O peso do PVAT foi 
aumentado nos grupos dh-SD e dh-TR comparados aos grupos c-SD e c-TR. A 
potência (pEC50) e a resposta máxima (EMAX) a ACh não foram alteradas em anéis 
PVAT+ nos grupos c-SD e c-TR. Porém, a presença do PVAT reduziu em 
aproximadamente 2,3 vezes a pEC50 e em 14% a EMAX no grupo dh-SD, associada 
com redução na produção de NO na aorta e aumento da expressão de iNOS no 
PVAT. O treinamento físico no grupo dh-TR, normalizou a função vascular em anéis 
PVAT+, com aumento da expressão de eNOS e produção de NO na aorta, bem 
como redução da expressão de iNOS no PVAT. Não observadas diferenças nos 
anéis PVAT-/PVAT+ para os agentes SNP, U46619 e ET-1. Concluímos que a 
presença do PVAT causou disfunção endotelial em aorta torácica de camundongos 
sedentários e alimentados com dieta hiperlipídica associada com redução na 
produção de NO na aorta e aumento na expressão de iNOS no PVAT, o treinamento 
aeróbio normalizou as alterações vasculares e no PVAT. 
Palavra chave: tecido adiposo perivascular, adipocinas, reatividade vascular, 
exercício físico e dieta hiperlipídica. 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to investigate the role of perivascular adipose tissue 
(PVAT) on vascular reactivity of aorta in trained mice fed with high-fat diet. Male mice 
C57BL6/JUnib (6-7 weeks/20-24 grams) were divided into 4 groups: sedentary 
control (c-SD), trained control (c-TR), sedentary high-fat diet (dh-SD) and trained 
high-fat diet (dh-TR). For sixteen weeks the c-SD and c-TR groups were fed with 
standard chow and the dh-SD and dh-TR groups were fed with high-fat diet. After 
eight weeks, only the c-TR and dh-TR groups initiated aerobic physical training on a 
treadmill, 5 days/week, 60 minutes per session (10 min at 40% of maximum speed, 
40 min at 60-70% of maximum speed and 10 min 40% of maximum speed) and 0% 
grade until the end of the full protocol. Concentration-response curves to 
acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP), thromboxane A2 (U46619) and 
endothelin (ET1), were obtained in thoracic aorta in the presence or absence (PVAT-
+/PVAT-) of PVAT. The protein expressions of eNOS and iNOS were determined in 
the aorta and in the respective PVAT, as well as, the nitric oxide production. 
Biochemical parameters and HOMA-RI index were determined. The animals from dh-
SD group had a significantly increased in body weight, epididymal fat pad, glucose, 
total cholesterol, triglycerides, insulin, leptin, resistin, TNF-α and TBARS; and 
drecrased in HOMARA-RI index as compared with c-SD group. Exercise training was 
effective to reduce insulin, TNF-α and TBARS, as well as, to increase HOMA-RI 
index. The amount of PVAT was markedly increased in dh-SD and dh-TR groups. 
The PVAT+ did not modify the relaxation response to ACh in c-SD and c-TR groups. 
However the presence of PVAT reduced by approximately 2.3 times the potency 
(pEC50) and 14% the maximal responses (EMAX) in dh-SD when compared to PVAT-, 
associated with reduced NO production in aorta and increased iNOS protein 
expression in PVAT. Exercise training normalized the vascular response in rings 
PVAT+, increased eNOS protein expression and NO production in aorta and 
decreased the iNOS in PVAT. The PVAT+ did not change the responses to SNP, 
U46619 and ET-1 in all groups. In conclusion, the presence of PVAT causes 
endothelial dysfunction in thoracic aorta from sedentary mice fed with high-fat diet 
associated with decreased NO production and increased protein expression of iNOS 
in PVAT. Aerobic exercise training normalized the vascular and PVAT alterations.  
Keyword: perivascular adipose tissue, adipokines, vascular reactivity, aerobic 
exercise and high-fat diet.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS, 2015) anunciou em 2014 que 

mais de 1,9 bilhões de adultos acima de 18 anos estavam com sobrepeso, sendo 

que desses indivíduos 600 milhões já eram obesos. No Brasil o número de pessoas 

com sobrepeso/obesidade aumenta de forma crescente tornando-se um problema 

de saúde pública. Dados do Ministério da Saúde de 2013 indicavam que 50,8% dos 

brasileiros estão acima do peso ideal e que, destes, 17,5% são obesos. Sabe-se que 

esses indivíduos apresentam maior risco para o desenvolvimento de patologias 

como diabetes tipo 2, desordens musculoesqueléticas, câncer e doenças 

cardiovasculares. Dentre essas enfermidades relacionadas a obesidade, as doenças 

cardiovasculares apresentam grande importância, visto que encontram-se no topo 

das causas de morte no mundo em 2012 (OMS, 2015). 

Acredita-se que a causa fundamental do sobrepeso e da obesidade está 

no desequilíbrio entre calorias consumidas e gastas. Globalmente, há um aumento 

da ingesta de alimentos muito energéticos (ricos em gordura) e um aumento da 

inatividade física devido à natureza cada vez mais sedentária de muitas formas de 

trabalho. (OMS, 2015). Evidências mostram que o sedentarismo é o quarto maior 

fator de risco para mortes globais por doenças secundárias, sendo o maior fator de 

risco para o desenvolvimento da obesidade (OMS, 2010). 

Trabalhos que envolvem a indução da obesidade em modelos animais 

mostram-se úteis às pesquisas devido a sua grande semelhança com a gênese e as 

respostas metabólicas decorrentes do sobrepeso/obesidade em humanos (WEST e 

YORK, 1998; TSCHOP e HEIMAN, 2001). Especificamente o modelo de indução de 

obesidade por dieta hiperlipídica em camundongos C57BL6/J está bem 

estabelecido, e os resultados mostram aumento nos valores de peso corporal, 

gordura epididimal, insulina sanguínea e triglicerídeos (TSUKUMO et al., 2007; 

CALIXTO et al., 2010; XU et al., 2011). Sendo assim, este modelo tem se mostrado 

uma ferramenta útil no estudo dos efeitos do sobrepeso/obesidade. 

A associação entre sedentarismo e obesidade na gênese das doenças 

cardiovasculares está bem descrita, porém os mecanismos celulares e moleculares 

ainda não são totalmente entendidos. Sendo a obesidade considerada uma doença 

cardiometabólica ela apresenta um complexo desequilíbrio nos sistemas fisiológicos 

e consequente comprometimento no funcionamento ideal do sistema cardiovascular 
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em especial nos vasos sanguíneos. 

A integridade das células endoteliais desempenha fundamental papel na 

manutenção e no controle do tônus vascular, na pressão arterial, função plaquetária, 

resposta inflamatória bem como na regulação endócrino-metabólico da musculatura 

esquelética (ZANESCO; ANTUNES, 2007). Por outro lado, a disfunção endotelial 

caracterizada por menor produção e/ou menor biodisponibilidade de óxido nítrico 

(NO) pelas células endoteliais acarreta alterações no sistema cardiovascular e 

endócrino-metabólico. De fato, diversos estudos realizados em ratos, camundongos 

e cobaias tratados com dieta hiperlipídica demonstraram diminuição da resposta 

relaxante dependente de endotélio em aorta (LI et al., 2007; DENG et al., 2010; 

KETONEN et al., 2010; DIWAN et al., 2011; XU et al., 2011) e artéria mesentérica 

(MORAES et al., 2008; VAN DRONGELEN et al., 2012). 

Mais recentemente, estudos demonstram que, adicional à relevância do 

endotélio, o tecido adiposo perivascular (PVAT) desempenha importante papel no 

controle do sistema cardiovascular e endócrino-metabólico (GAO et al., 2007; 

AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2012). Evidências mostram que o PVAT pode 

modular a resposta inflamatória vascular, a reatividade vascular e a proliferação de 

células da musculatura lisa vascular (RAJSHEKER et al., 2010).  

Além disso, o exercício físico aeróbio de moderada intensidade, realizado 

continuamente, promove efeitos benéficos tanto na prevenção quanto no tratamento 

das doenças cardiovasculares e endócrino-metabólicas. (CIOLAC; GUIMARÃES, 

2004; ZANESCO; ANTUNES, 2007). Os mecanismos pelos quais o exercício físico 

de moderada intensidade provoca benefícios cardiovasculares e endócrino-

metabólicos envolve complexos caminhos de sinalização celular e molecular e 

despertam interesse em diversas linhas de pesquisa. 

O exercício físico aeróbio é considerado um potente estimulador da 

produção de NO através da ativação de mecanossensores presentes nas células 

endoteliais, os quais são acoplados a diferentes mecanismos de sinalização 

intracelular. Assim, um dos efeitos benéficos do exercício físico regular na melhora 

da função vascular está diretamente relacionado à sua capacidade de estimular a 

síntese de NO pelas células endoteliais. 

Até o momento apenas dois estudos avaliaram o papel do PVAT 

associado aos efeitos do treinamento físico e da dieta hiperlipídica, sendo 

desenvolvidos em artéria coronária circunflexa esquerda de porcos 
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(REIFENBERGER et al., 2007; BUNKER; LAUGHLIN, 2010). Com isso, novos 

estudos devem ser desenvolvidos com o objetivo de investigar esta importante via 

de sinalização.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 O ENDOTÉLIO VASCULAR E AS CÉLULAS MUSCULARES LISAS 

 

Os vasos sanguíneos são compostos basicamente por três camadas: a 

camada íntima, média e adventícia. A camada íntima é constituída pelas células 

endoteliais e está em íntimo contato com os elementos do sangue. A camada média 

é composta por células musculares lisas e a camada adventícia reveste a parte 

externa do vaso, sendo composta de tecido fibroso (STANFIELD, 2013). 

Sabe-se que as células endoteliais são responsáveis pela síntese, 

metabolismo e liberação de uma variedade de mediadores, desempenhando um 

papel importante na regulação do sistema cardiovascular (CARVALHO et al., 2003; 

ZANESCO; ANTUNES, 2007). Dentre as principais funções das células endoteliais 

podemos citar: modulação do tônus vascular, produção de mediadores envolvidos 

no crescimento, atividade, migração e morte celular, sensor de alterações 

hemodinâmicas, transmissor de sinais recebidos das células e da matriz extracelular, 

entre outras funções importantes (CARVALHO et al., 2003). É importante salientar 

que a capacidade das células endoteliais de perceber e responder às mudanças no 

fluxo sanguíneo é um fator essencial na regulação do tônus vascular e envolve 

ativação de fatores de crescimento celular que promove o remodelamento da parede 

arterial e manutenção da integridade do endotélio (FISHER et al., 2001; SHYY; 

CHIEN, 2002). 

O endotélio modula o tônus vascular pela síntese e liberação de 

substâncias vasoativas que promovem respostas vasodilatadoras como prostaciclina 

(PGI2), óxido nítrico (NO) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). 

Além disso, modula respostas vasoconstritoras como endotelinas (ET-1, ET-2 e ET-

3), prostaglandina H2 (PGH2), tromboxano A2 (TXA2), angiotensina II (ANGII) e as 

espécies reativas de oxigênio (EROS) (VANHOUTTE; MOMBOULI, 1996).  

Dentre essas substâncias, como já citado, o NO tem suas funções 

destacadas pela sua importante ação vasodilatadora, sendo capaz de difundir-se 

facilmente através das membranas biológicas. Sua produção fisiológica é realizada 

pelas enzimas óxido nítrico sintase (NOS), que são expressas em vários tecidos do 

organismo. São monooxidases com grupamento heme que catalisam a oxidação de 
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L-arginina, na presença de fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 

reduzido (NADPH) tendo como produto L-citrulina e NO. A interação agonista-

receptor na célula endotelial ativa a formação de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) que 

induz a liberação de íons cálcio (Ca2+) do retículo sarcoplasmático, elevando a 

concentração de Ca2+ intracelular, formando o complexo cálcio (Ca2+) / calmodulina 

(CaM), ativando a NOS que forma NO a partir da L-arginina (FORSTERMANN; 

SESSA, 2011).  

Em mamíferos, são identificadas três isoformas da NOS, produtos de 

genes distintos, mas com alto grau de homologia: a constitutiva NOS neuronal 

(nNOS ou NOS I), a NOS induzida (iNOS ou NOS II) e a constitutiva NOS endotelial 

(eNOS ou NOS III). Todas as isoformas da NOS utilizam como cofatores o 

dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD), o mononucleotídeo de flavina (FMN), a 

(6R) -5,6,7,8-Tetrahidro-L-biopterina (BH4) e, funcionalmente, apresentam-se na 

forma de hemodímero (FORSTERMANN; SESSA, 2011). 

Embora haja associação entre as isoformas da NOS, há da mesma forma 

uma importante diferença entre as isoenzimas. Enquanto a nNOS e eNOS ligam-se 

ao complexo CaM e sua ativação responde a mudanças fisiológicas na 

concentração intracelular de íons Ca+2, a iNOS possui a CaM ligada sendo possível 

ativá-la em baixas concentrações de Ca+2 (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 

2001). 

A eNOS é amplamente expressa no endotélio vascular, muito sensível a 

estímulos químicos de agonistas como bradicinina, acetilcolina, histamina, trifosfato 

de adenosina, entre outros. Do mesmo modo, ela pode ser ativada por estímulo 

mecânico resultante do aumento do fluxo sanguíneo, como a força de cisalhamento 

ou shear stress, que é um dos mais importantes estímulos para as células 

endoteliais produzirem NO dependente de tirosina quinase e independente do 

aumento nas concentrações de Ca+2 (ALDERTON, COOPER; KNOWLES, 2001). 

O NO se difunde, depois de sintetizado, para a musculatura lisa vascular, 

ativando a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) que converte trifosfato de 

guanosina (GTP) em monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). O GMPc estimula a 

proteína quinase dependente de GMPc (PKG) que pode induzir a hiperpolarização 

ativando canais de potássio (K+), contribuindo para o efluxo de Ca2+ do reticulo 

sarcoplasmático para o citoplasma, onde inibe a geração de IP3, reduzindo as 
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concentrações de Ca2+ levando a vasodilatação. A PKG também pode reduzir a 

sensibilidade à CaM, reduzindo a contração muscular (IGNARRO et al., 1987). 

Como podemos perceber, juntamente ao endotélio há a participação das 

células musculares lisas na manutenção do tônus vascular que modulam diversas 

funções como vasoconstrição, vasodilatação, síntese de colágeno, proteoglicanos e 

elastina, migração e proliferação celular, entre outros, e são predominantemente 

encontrados na camada média dos vasos (COLAÇO et al., 2008).  

Os principais mecanismos que regulam o estado contrátil das células do 

músculo liso vascular são as mudanças na concentração de Ca2+ no citosol e no 

grau de fosforilação das proteínas contráteis. Assim, um aumento ou diminuição dos 

íons Ca2+ no citosol resulta em contração ou relaxamento dessas células. É 

interessante ressaltar que o músculo liso vascular encontra-se parcialmente 

contraído, em condições fisiológicas, sendo influenciado por diversas condições 

como sinais neuronais, endoteliais, humorais e miogênicos (AKATA, 2007). 

Existem dois tipos de acoplamento do músculo liso, que marcam o início 

da contração nesse tecido: acoplamento eletromecânico e farmacomecânico. O 

primeiro ocorre em consequência do influxo de Ca2+ através de canais tipo L, 

dependentes de voltagem, que resultam na despolarização da membrana celular 

aumentando a concentração de Ca2+ intracelular e dando início ao processo contrátil. 

O acoplamento farmacomecânico é ativado pela interação entre um ligante e seu 

receptor, presente na membrana do músculo liso, que estimula a entrada de Ca2+ 

para o citosol e inicia toda a maquinaria contrátil (OGUT, 2003). O Ca2+ presente no 

citosol liga-se a proteína calmodulina formando o complexo CaM que, por sua vez, 

ativa a enzima miosina quinase, responsável por fosforilar o sítio ativo da cadeia 

leve de miosina, fazendo com que esta proteína ligue-se aos filamentos de actina 

promovendo a contração muscular (GUYTON; HALL, 2006). Agonistas contráteis 

ligam-se aos seus receptores específicos acoplados a proteína G e a cascata de 

sinalização é iniciada pela ativação da fosfolipase C que catalisa a formação de 

segundos mensageiros, a partir de fosfolípides de membrana, gerando IP3 e 

diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se aos seus receptores no retículo sarcoplasmático 

promovendo a liberação de Ca2+ para o citosol. O DAG ativa proteína quinase C 

(PKC), que por sua vez, fosforila proteínas de membrana ligadas a canais para Ca2+ 

do tipo L, favorecendo o influxo de Ca2+ para o citosol. O processo de contração é 

mantido até que a enzima miosina fosfatase catalise a defosforilação da cadeia leve 
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de miosina, inativando o complexo actina-miosina, promovendo relaxamento ou 

tônus basal (WEBB, 2003). Após evento excitatório, o relaxamento e a homeostase 

do Ca2+ se dá por sua recaptação pelos compartimentos de estoques intracelulares e 

pelo efluxo para o meio extracelular (VASCONCELOS; CARVALHO, 2005). 

De fato, os mecanismos que envolvem a regulação do tônus vascular são 

complexos  e todas essas ações desenvolvidas pelo endotélio e músculo liso 

demonstram o quanto essas vias são essenciais para manutenção da homeostasia 

vascular. Atualmente, adicional a relevância do endotélio foi demonstrada o 

importante papel do tecido adiposo perivascular (PVAT) no controle do tônus 

vascular. 

 

2.2 O TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR (PVAT) 

 

O PVAT sempre foi compreendido apenas como um suporte mecânico 

para a vasculatura e por isso foi rotineiramente removido dos vasos sanguíneos para 

estudo da função vascular (GAO, 2007). O PVAT possui características especiais, 

está localizado ao redor da maioria dos vasos sanguíneos sistêmicos (com exceção 

da circulação cerebral), encontra-se ao exterior da camada adventícia vascular e, 

interessantemente, não possui nenhuma estrutura laminar ou barreira que os separe 

(PVAT e camada adventícia vascular), podendo assim influenciar diretamente a 

função vascular (Figura 1) (GAO et al., 2007). 
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Fig. 1: Anatomia e nomenclatura de 
algumas regiões com o depósito de 
PVAT (Fitzgibbons, et al. 2014). 

O PVAT é responsável pela liberação de grande variedade de 

substâncias tais como adipocinas (pró-inflamatórias: leptina, resistina e visfatina; 

anti-inflamatórias: adiponectina e adrenomedulina), citocinas e quimiocinas (IL-1, IL-

6, IL-8, TNF-α, proteína quimiotática de monócitos-MCP1, inibidor do ativador de 

plasminogênio-PAI1) (RAJSHEKER et al., 2010), substâncias do sistema renina-

angiotensina (angiotensina II e angiotensina 1-7) (GALVEZ-PRIETO et al., 2008) e 

moléculas gasosas (NO, peróxido de hidrogênio- H2O2, ânion superóxido- O2- e 

sulfeto de hidrogênio- H2S) (GAO et al., 2007; FANG et al., 2009). 

Adicionalmente, o PVAT pode expressar importantes complexos tais 

como: receptores de adipocinas, proteína desacopladora 1 (UCP-1), coativador do 

receptor gama ativado por peroxissoma proliferador (PPAR-γ), receptor β3 

adrenérgico, receptor de citocinas, receptor de angiotensina II, enzima NADPH 

oxidase, eNOS (DASHWOOD et al., 2007) e todas as isoformas da superóxido 

dismutase (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Ec-SOD), lipoxigenases e metaloproteases 

(SZASZ; WEBB, 2012). 

Em 1991, Soltis e Cassis desmonstraram que a presença do PVAT em 

aorta de ratos atenuava o efeito contrátil da noradrenalina, evidenciando um efeito 

anticontrátil do PVAT. Entretanto, apenas em 2002, Lohn e colaboradores 

reavaliaram o papel do PVAT e constataram que este tecido era capaz de produzir e 

liberar fatores que influenciavam no tônus vascular. Posteriormente, outros estudos 

passaram a investigar os possíveis mecanismos envolvidos na resposta anticontrátil 

do PVAT (DUBROVSKA et al., 2004; GOLLASCH et al., 2004; WESTON et al., 2013; 

WITHERS et al., 2014). Este efeito anticontrátil é complexo e envolve diversas vias 

de sinalização. Estudos evidenciaram que o PVAT produz um fator relaxante 

derivado do adipócito (ADRF) que pode promover a abertura de canais de K+ 

dependentes de ATP, canais de K+ dependentes de voltagem, e ainda canais de K+ 

ativados por cálcio de baixa condutância, causando hiperpolarização das células do 

músculo liso vascular e relaxamento (LOHN et al., 2002; VERLOHREN et al., 2004; 

GAO et al., 2007). 

Outros trabalhos demonstraram o envolvimento da liberação de H2O2 

pelas células do PVAT, promovendo a formação de GMPc e relaxamento vascular 

(GAO et al., 2007; WANG, 2008). Foi demonstrado que a leptina possui efeito direto 
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no relaxamento vascular, mesmo na ausência do PVAT, em artéria mesentérica de 

cães (MOHAMMED et al., 2007), aorta de coelhos (SAHIN; BARISKANER, 2007) e 

em humanos (NAKAGAWA et al., 2002), cuja resposta é mediada por mecanismos 

dependentes de NO (RAHMOUNI; HAYNES, 2005; SAHIN et al., 2007). Outro 

estudo mais recente sugere que a leptina é capaz de estimular a produção NO no 

PVAT da artéria mesentérica de camundongos (GIL-ORTEGA et al., 2010). 

Acredita-se também que a ativação de receptores β3 adrenérgicos no 

PVAT possa promover a liberação de adiponectina, que atua em seu receptor nas 

células do músculo liso vascular promovendo hiperpolarização e relaxamento 

(KADOWAKI; YAMAUCHI, 2005; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2012). Por fim, a 

fenilefrina e serotonina, atuando em receptores específicos do PVAT podem 

estimular a produção de NO via NOS e consequentemente relaxamento da célula 

muscular lisa (MALINOWSKI et al., 2008; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2012). 

Todos estes mecanismos estão resumidos na figura 2. 
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Fig. 2: Possíveis mecanismos através dos quais o PVAT, as células do músculo liso 
vascular e as células endoteliais interagem (adaptado de Aghamohammadzadeh, et al. 
2012). As linhas pontilhadas representam vias ainda não confirmadas. ADRF, fator relaxante 
derivado do adipócito; AMPK, proteína Kinase ativada por AMP; Ang II, angiotensina II; 
BKca, canal de potássio ativado por cálcio de larga condutância; H2O2, peróxido de 
hidrogênio; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; 5-HT, 5-hidroxitriptamina 
(serotonia); GTP, trifosfato de guanosina; cGMP, monofosfato de guanosina ciclica; IP3, 
inositol trifosfato; IRAG, receptor IP3 associado ao cGMP; IKca, canal de potássio ativado 
por cálcio de condutância intermediária; Kv, canal de potássio voltagem dependente; KATP, 
canal de potássio ATP sensível; L-Arg, L-arginina; NA, noradrenalina; NO, óxido nítrico; 
NOS, sintase de óxido nítrico; O2-, ânios superóxido; ONOO, peróxinitrito; PCS, via da 
prostaciclina; PHE, fenilefrina; PGH2, prostaglandina H2; PGI2, prostaglandina I2; PKG, 
Proteína quinase G; R, receptor; sGC, guanilato ciclase solúvel; SKca, canal de potássio 
ativado por cálcio de baixa condutância; SOD, superóxido dismutase; SR, retículo 
sarcoplasmático; TNF, fator de necrose tumoral; VSMC, célula do músculo liso vascular. 

 
 

Em termos de classificação, o PVAT encontrado na aorta é considerado 

tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM), porém se assemelha 

muito mais com o TAM, por possuir células adiposas multiloculares, abundância em 

mitocôndrias e significativa expressão de UCP-1 (FITZGIBBONS et al., 2014; 

ARAÚJO et al., 2015). 

Recentemente, foi demonstrada a influência do PVAT na redução da 

formação de placas aterogênicas por indução da autofagia em macrófagos através 
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da secreção de adiponectina (LI et al. 2015) e por possuir características de tecido 

adiposo marrom, podendo modular a termorregulação intravascular impedindo a 

perda de temperatura na vasculatura (CHANG et al. 2012). Desse modo, em 

indivíduos saudáveis a presença do PVAT possui efeito anticontrátil, anti-inflamatório 

e antiaterogênico contribuindo para manutenção da função vascular. 

 

2.3 DISFUNÇÃO VASCULAR E OBESIDADE 

 

A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia -SBEM (2014) 

caracteriza a obesidade através do acúmulo excessivo de gordura corporal no 

indivíduo, e para o seu diagnóstico o parâmetro mais comum é o índice de massa 

corporal (IMC). O IMC é um padrão utilizado pela OMS obtido dividindo o peso (Kg) 

pela altura (m) ao quadrado do indivíduo e identifica o peso normal quando o 

resultado do cálculo do IMC está entre 18,5-24,9 kg/m2, sobrepeso entre 25-29,9 

kg/m2, obesidade entre 30-39,9 kg/m2 e obesidade grave > que 40 kg/m2. Além do 

IMC, existem outras medidas antropométricas adicionais que estabelecem o 

diagnóstico de obesidade, como a razão cintura/quadril e pregas cutâneas. 

No Brasil existem cerca de 18 milhões de pessoas obesas e juntamente 

com os indivíduos com sobrepeso este número alcança 70 milhões (SBEM, 2014). 

Eckel et al. (2004) afirmam que esses dados não se limitam somente a população 

brasileira e a prevalência mundial da obesidade é crescente em praticamente todas 

as populações e faixas etárias. Os autores ainda estabelecem que essas taxas 

elevadas refletem um excesso de peso em resposta principalmente as mudanças 

ambientais e culturais da população. 

Alguns trabalhos acerca da obesidade e seus distúrbios associados 

abordam principalmente a função e/ou disfunção do tecido adiposo, o que parece 

ser um fator determinante no desenvolvimento de doenças cardiometabólicas 

associadas à obesidade (BLUHER, 2009; HAJER et al., 2008). Embora existam 

estudos que relacionem a disfunção vascular com a obesidade, os mecanismos 

envolvidos são complexos e não estão totalmente esclarecidos, podendo variar a 

resposta quanto ao leito vascular e ao modelo animal utilizado (STAPLETON et al., 

2008; HAJER et al., 2008). 

As adipocinas produzidas pelo tecido adiposo branco estão envolvidas em 

uma variedade de processos fisiológicos, entre eles o controle da ingestão alimentar, 
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a homeostase energética, sensibilidade à insulina, a angiogênese, proteção 

vascular, regulação da pressão arterial, coagulação sanguínea e resposta 

inflamatória (HAUNER, 2004; RAJSHEKER et al., 2010). Os efeitos deletérios da 

obesidade têm sido associados com o desenvolvimento de um estado crônico de 

inflamação, com aumento na produção de liberação de fatores pró-inflamatórios. 

Em especial, sabe-se que na obesidade a disfunção endotelial 

desempenha papel principal no desenvolvimento das complicações vasculares 

(MONTEIRO et al., 2012). O termo disfunção endotelial se refere a um desequilíbrio 

na produção endotelial de mediadores que regulam o tônus vascular, coagulação, 

agregação plaquetária e fibrinólise (COLAÇO et al., 2008). A disfunção endotelial 

também é referida como prejuízo no relaxamento dependente do endotélio, causado 

pela redução da síntese e/ou biodisponibilidade de NO, aumento de fatores pró-

inflamatórios, pró-trombóticos e do estresse oxidativo (DEANFIELD et al., 2007), 

sendo incluídos a redução de L-arginina, da expressão e atividade da eNOS, 

elevados níveis de arginase (competidor por L-arginina), além da degradação do NO 

por EROS (WASSMANN et al., 2004). 

As adipocinas pró-inflamatórias prejudicam a função endotelial pelo 

aumento da inflamação e estresse oxidativo em ratos (VILA; SALICES, 2005; 

DONATO et al., 2012) e em humanos (FORNONI; RAJI, 2005). Isso demonstra que 

altos níveis plasmáticos de TNF-α, ácidos graxos livres (AGL), leptina e resistina 

comprometem a vasodilatação dependente do endotélio, além do estado pró-

inflamatório, pró-oxidativo e pró-trombótico associados a obesidade levarem a uma 

disfunção endotelial por efeito direto na redução da biodisponibilidade de NO 

(BENDALL et al., 2005; CHEN et al., 2010; MOHAMED et al.,1995). 

Foi demonstrado que em indivíduos obesos, juntamente ao aumento de 

gordura visceral e do peso corporal há um aumento do depósito de PVAT 

(FITZGIBBONS et al., 2014), tornando-o disfuncional e em desequilíbrio com a 

imunidade inata, adaptativa e os padrões de secreção inflamatórios do indivíduo 

(CAO, 2014). Em modelos animais de obesidade induzida por dieta hiperlipídica a 

massa total do PVAT está aumentada, com prejuízos na produção ou secreção de 

adipocinas, com redução de adiponectina (KADOWAKI; YAMAUCHI, 2005) e 

aumento na concentração de leptina, o que pode acelerar o processo de 

aterosclerose, aumentando o recrutamento de monócitos, estresse oxidativo 

(BOULOUMIE et al., 1999; SZASZ et al., 2012) e liberação de outras citocinas 
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aterogênicas como TNF-α, IL-6 e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), 

os quais induzem a inflamação e angiogênese, respectivamente (BERG; SCHERER, 

2005; KNUTSON et al., 2005; KORDA et al., 2008). Assim, o PVAT na obesidade 

pode estar associado a complicações cardiovasculares por prejuízo do controle 

vascular (YUDKIN et al., 2005), podendo, nesses casos, ter uma redução no seu 

efeito anticontrátil (ACHIKE et al. 2011). 

 

2.4 EXERCÍCIO FÍSICO 

 

O exercício físico aeróbio de moderada intensidade realizado 

continuamente é capaz de provocar uma série de respostas fisiológicas nos 

sistemas corporais, principalmente no sistema cardiovascular, com o objetivo de 

manter a homeostase celular (MCADLE et al., 1998). O sedentarismo é o quarto 

maior fator de risco para mortes globais, sendo o maior fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças não-transmissíveis (entre elas: obesidade, hipertensão 

arterial sistêmica, dislipidemia e diabetes mellitus). Assim, a prática regular de 

exercício físico tem sido recomendada por diferentes associações de saúde do 

mundo, sendo uma intervenção importante para saúde da população (OMS, 2010). 

Na função endotelial, esses benefícios estão relacionados ao aumento na 

produção de substâncias vasoativas como o NO e/ou ao aumento de sua 

biodisponibilidade nas células endoteliais (WOODMAN et al., 2005; DELBIN et al., 

2012). Pesquisas demonstram que o exercício aumenta o fluxo sanguíneo pulsátil na 

parede vascular que traz uma melhora da resposta vasodilatadora relacionada ao 

aumento na produção e liberação de NO devido ao aumento da expressão da eNOS 

pela força de cisalhamento (shear stress) sob as células endoteliais (SESSA et al., 

1994; DAVIS et al., 2003). 

Esse mecanismo mediado pelo shear stress e aumento no fluxo laminar, 

ativa sensores mecânicos no glicocálice das células endoteliais, que sinaliza a 

liberação de substâncias vasodilatadoras pela ativação de canais de cálcio, 

liberando a PGI2 e relaxando o músculo via AMPc. Junto a isso, acontece a ativação 

da via PI3K-Akt fosforilando a eNOS e aumentando a produção de NO e a resposta 

vasodilatadora. Essa força mecânica ainda é transmitida pelo citoesqueleto para 

locais de adesão, onde integrinas transmembranares ligadas a matriz extracelular 
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ativam proteínas quinases que liberam NF-kB. Este por sua vez, liga-se as regiões 

promotoras de genes no núcleo, inclusive no gene da eNOS. O consequente 

aumento de NO pela força de cisalhamento promove uma resposta relaxante no 

músculo liso vascular e induz a uma maior expressão extracelular de superóxido 

dismutase (ecSOD), de maneira a inibir a degradação de NO por EROs e com isso, 

sem formar peroxinitrito (ONOO-), extremamente lesivo a célula (GIELEN et al., 

2010). Todo esse processo é esquematizado na figura 3. 

Durante a prática do exercício físico há um aumento do consumo de 

oxigênio e ativação de vias metabólicas específicas que resultam no aumento da 

formação de EROS, porém, em seu efeito crônico, é capaz de criar adaptações 

adequadas em resposta a essa produção de EROS (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 

2004). Foi demonstrado em estudos com humanos (Adams et. al., 2005; Ennezat et. 

al., 2001) e roedores (DURRANT et al., 2009; ZANCHI et al., 2008) que o exercício 

físico aumenta a expressão vascular de enzimas antioxidantes como a SOD, 

catalase e glutationa peroxidase e reduz a expressão e atividade da NAD(P)H 

oxidase e xantina oxidase. Dessa forma, adaptações cardiovasculares na resposta 

antioxidante promovidas pelo exercício físico podem melhorar a função endotelial 

através da redução de EROs e consequente aumento na biodisponibilidade de NO 

(DURRANT et al., 2009; LESNIEWSKI et al., 2011; JENDZJOWSKY; DELOREY, 

2013; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). 

Conforme relatado, apenas dois estudos avaliaram o papel do PVAT 

associado aos efeitos do treinamento físico e da dieta hiperlipídica, sendo 

desenvolvidos em artéria coronária circunflexa esquerda de porcos 

(REIFENBERGER et al., 2007; BUNKER; LAUGHLIN, 2010). Ambos trabalhos 

apresentam resultados funcionais de reatividade vascular e demonstraram 

alterações na resposta contrátil induzida apenas pela endotelina-1, porém os 

resultados são contraditórios quanto ao papel do exercício físico. 

Em recente estudo desenvolvido em nosso laboratório, observamos que, 

em ratos saudáveis, o treinamento físico aeróbio por 8 semanas promoveu 

significativos efeitos na morfologia e na quantidade de PVAT aórtico, que foram 

associados com aumento na expressão das proteínas eNOS/pAMPKtre172/mtTFA, 

sem alterações nas adipocinas do PVAT ou alterações na resposta moduladora 

deste tecido (ARAÚJO et al., 2015) 
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Os mecanismos pelos quais o exercício físico de moderada intensidade 

promove benefícios cardiovasculares e endócrino-metabólicos envolvem múltiplas 

vias de sinalização celular e molecular e despertam interesse em diversas linhas de 

pesquisa.

 

Fig. 3: Vias de sinalização mediadas pelo shear stress nas células endoteliais (adaptado de 
Gielen, et al. 2010). AA- ácido araquidônico; ATP- trifosfato de adenosina; cAMP- 
monofosfato cíclico de adenosina; cGMP- monofosfato cíclico de guanosina; ecSOD- 
extracelular superóxido dismutase; EROs- espécies reativas de oxigênio; GTP- trifosfato de 
guanina; NF-kB- fator nuclear kappa B; NO- óxido nítrico; OCCO- -peroxinitrito; pAkt- 
proteína quinase B fosforilada; PGI2- prostaciclina; PI3K- fosfatidil inositol 3-quinase; 
VEGFR2- receptor para fator de crescimento endotelial vascular.  
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

Apesar de estarem bem esclarecidos os efeitos benéficos do exercício 

físico na prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares, ainda encontram-se 

na literatura poucos estudos envolvendo o treinamento físico e seu efeito na função 

do PVAT. Alguns autores demonstraram uma diminuição da resposta relaxante 

dependente do endotélio especialmente em aorta torácica de ratos obesos (LI et al., 

2007; LI et al., 2010; DENG et al., 2010; DIWAN et al., 2011), porém não utilizaram 

protocolos de treinamento físico e avaliação da resposta endotelial com a presença 

do PVAT. Com isso, até o momento apenas dois estudos avaliaram o papel do 

PVAT junto aos efeitos do treinamento físico e da dieta hiperlipídica, sendo 

desenvolvidos em artéria coronária circunflexa esquerda de porcos 

(REIFENBERGER et al., 2007; BUNKER e LAUGHLIN, 2010). 

Como vimos, o PVAT modula a função vascular e na obesidade pode 

alterar seu padrão de secreção contribuindo para a disfunção vascular. Junto a isso, 

o exercício físico aeróbio auxilia na resposta vasodilatadora por aumentar a 

biodisponibilidade de NO. Desse modo, qual seria o papel do PVAT em animais 

obesos? Seria possível o treinamento físico interferir no padrão secretório do PVAT, 

prevenindo alterações vasculares induzidas pela obesidade? Qual seriam as 

possíveis vias de sinalização envolvidas? 

Sendo assim, utilizando um modelo experimental de obesidade induzida 

pela dieta hiperlipídica em camundongos C57BL6/JUnib e o treinamento físico 

aeróbio moderado, o objetivo desse estudo foi avaliar o papel do tecido adiposo 

perivascular na resposta relaxante e contrátil da aorta torácica e os possíveis 

mecanismos envolvidos.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o papel do tecido adiposo perivascular na reatividade vascular de 

aorta torácica de camundongos treinados e alimentados com dieta hiperlipídica.  

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar a resposta relaxante e contrátil em anéis de aorta torácica, com endotélio 

intacto na ausência (PVAT-) ou na presença (PVAT+) de tecido adiposo 

perivascular: 

 Resposta relaxante a acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sódio (SNP); 

 Resposta contrátil ao análogo do tromboxano A2 (U46619) e endotelina (ET-

1); 

 

- Avaliar a expressão proteica em aorta torácica: 

 Sintase endotelial de óxido nítrico (eNOS) e sintase induzível de óxido nítrico 

(iNOS);  

- Avaliar a expressão proteica no tecido adiposo perivascular: 

 Sintase endotelial de óxido nítrico (eNOS) e sintase induzível de óxido nítrico 

(iNOS);  

- Avaliar a produção de óxido nítrico (NO) em aorta torácica PVAT+; 

- Quantificar fatores circulantes: 

 Glicose, colesterol total, triglicerídeos, insulina, leptina, resistina, fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e adiponectina; 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1 ANIMAIS  
 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de ética no Uso de 

Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEUA-IB-

UNICAMP-Protocolo: 3278-1). 

Camundongos machos C57BL6/JUnib com quatro semanas de idade 

foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas 

(Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais 

de Laboratório-CEMIB) e foram mantidos no Biotério 1 da Área da Fisiologia do 

Instituto de Biologia da Unicamp em caixas coletivas com quatro animais em cada. 

Os animais com 6 semanas de idade (20-24 gramas) foram divididos nos seguintes 

grupos experimentais com início do controle da dieta (Figura 4): 

1. Controle sedentário (c-SD): camundongos C57BL6/JUnib alimentados com 

ração comercial controle e sedentários (n=20); 

2. Controle treinado (c-TR): camundongos C57BL6/JUnib alimentados com 

ração comercial controle e submetidos ao treinamento físico aeróbio (n=20); 

3. Dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD): camundongos C57BL6/JUnib 

alimentados com dieta hiperlipídica e sedentários (n=20); 

4. Dieta hiperlipídica treinado (dh-TR): camundongos C57BL6/JUnib alimentados 

com dieta hiperlipídica e submetidos ao treinamento físico aeróbio (n=20). 

Todos os animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro normal (12/12 

h) e tiveram livre acesso à água e alimentação. Pelo período de dezesseis semanas 

os grupos c-SD e c-TR receberam ração controle balanceada, contendo 

aproximadamente 3,6 Kcal/g (Nuvilab CR1, PR-Brasil). Pelo mesmo período os 

grupos dh-SD e dh-TR receberam dieta hiperlipídica, contendo aproximadamente 

6,2 Kcal/g (composição de: 32% de carboidratos, 20,3% de proteínas, 38% de 

lipídios, 5% de fibras, 3,5% de minerais e 1,2% de vitaminas; PragSoluções 

Biociências, SP-Brasil). 

A eficácia da dieta hiperlipídica em induzir o acúmulo de gordura foi 

verificada ao final do protocolo experimental através da avaliação do peso corporal e 

do tecido adiposo branco na região epididimal. 

O protocolo dos grupos experimentais é observado na figura 4, no qual se 

inicia a dieta de todos os animais com 6 semanas de idade e após 8 semanas os 
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grupos treinados (c-TR e dh-TR) iniciam o treinamento aeróbio durante as 8 

semanas finais (mantendo a dieta específica de cada grupo). Enquanto o grupo 

sedentário (c-SD e dh-SD) também mantém a dieta específica por 16 semanas sem 

qualquer treinamento físico.  

 

 
Fig. 4: Grupos experimentais. 

 

5.2 PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR 

 

O peso corporal e consumo alimentar dos animais foram mensurados ao 

início do protocolo experimental e semanalmente até o final do estudo. Para avaliar 

o consumo alimentar foram pesadas as dietas no início e no final da semana. Com 

isso, analisamos aproximadamente a quantidade de dieta ingerida pelos animais 

subtraindo o peso final pelo peso inicial da dieta e com esse resultado dividimos pelo 

número de camundongos na caixa, obtendo um valor aproximado de 

g/camundongo/dia. 

 

5.3 PROGRAMA DE TREINAMENTO FÍSICO 

 

O treinamento físico aeróbio realizado foi o de corrida em esteira 

ergométrica (Gesan, SP-Brasil), após 8 semanas da dieta específica para cada 

grupo. Uma semana antes do início do protocolo experimental os animais, 

sedentário e treinados, foram submetidos a um período de adaptação à esteira onde 

a velocidade imposta consistiu de aumentos progressivos variando a velocidade em 

3 metros/minuto (m/min) no primeiro dia até 10 m/min no quinto dia da semana, e o 

tempo variando em 10 min no primeiro dia até 20 min no quinto dia. Somente os 
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animais adaptados à esteira foram utilizados neste estudo. Esta adaptação visou 

minimizar o possível estresse causado nos animais treinados (c-TR e dh-TR) devido 

ao uso da esteira e também expor os animais sedentários (c-SD e dh-SD) ao mesmo 

estresse do ambiente e da corrida.  

Após o período de adaptação os grupos treinados (c-TR e dh-TR) 

iniciaram o programa de treinamento físico com intensidade moderada (60-70% da 

velocidade máxima atingida). Essa velocidade de treinamento foi calculada na 

primeira semana através da realização do teste de esforço máximo onde a 

velocidade da esteira foi aumentada em 3 m/min (iniciando em 5 m/min) a cada 3 

minutos, 0% de inclinação até a exaustão, onde a velocidade máxima atingida foi 

calculada e utilizada para determinar a intensidade moderada de treino. O critério 

utilizado para a determinação da exaustão do animal e interrupção do teste foi o 

momento em que o camundongo não conseguiu correr mediante incremento da 

velocidade da esteira (BROOKS et al., 1978). 

Após o teste de esforço máximo o treinamento físico foi iniciado com 

velocidade de 10 m/min aumentando progressivamente até atingir a velocidade final 

correspondente 60-70% da velocidade máxima estabelecida anteriormente para 

cada grupo experimental. Progressões de tempo na duração das sessões também 

foram realizadas até que os animais conseguissem permanecer correndo por 60 

minutos. É importante salientar que os animais foram agrupados para o treinamento 

físico de acordo com a velocidade de treinamento. O programa teve duração total de 

8 semanas de treinamento em esteira, 5 dias por semana, com duração de 60 min 

por sessão e velocidade da seguinte maneira: 10 min a 40% da velocidade máxima, 

40 min a 60-70% da velocidade máxima e 10 min a 40% da velocidade máxima, 0% 

de inclinação e durante o período da manhã. (FERREIRA et al., 2007) 

Para determinação da eficácia do treinamento ao final do protocolo, todos 

os animais, sedentários e treinados, foram submetidos ao teste de esforço máximo, 

onde o tempo total, distância total e velocidade máxima foram calculados. 

Ao término do período total de treinamento, os animais foram mantidos 

em repouso por um período de 48 horas (para verificação dos efeitos crônicos do 

treinamento físico aeróbio) e jejum de 12 horas, quando então foram submetidos à 

eutanásia e coleta de sangue e tecidos. 
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5.4 MEDIDA DE GLICEMIA  

 

A glicose sanguínea em jejum foi mensurada utilizando uma gota de 

sangue caudal e os valores foram constatados por fitas reativas de teste (Advantage 

Roche, SP, BRA) e monitor digital de glicemia (Advantage Roche) seguindo as 

instruções do fabricante. 

 

5.5 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS DE SORO, AORTA E PVAT 

 

Os animais foram anestesiados com 2 g/Kg de uretano intraperitoneal (LI 

et al., 2009) e através de punção cardíaca foram obtidas amostras de sangue (1 ml). 

As amostras de sangue foram centrifugadas por 15 minutos a 3000 rotações/minuto 

para obtenção do soro, que foram congelados em freezer a -80ºC para posteriores 

análises. Em seguida, os animais foram sacrificados por exsanguínação e a aorta 

torácica foi removida cuidadosamente e banhada em solução preparada de Krebs 

contendo (mM): NaCl- 118; NaHCO3- 25; glicose- 5,6; KCl- 4,7; KH2PO4- 1,2; 

MgSO4.7H2O- 1,17 e CaCl2.2H2O- 2,5.  

Foram coletadas amostras de tecido adiposo branco da região epididimal, 

que foram pesadas para avaliação da indução de adiposidade, assim como outros 

pesquisadores usaram tecido adiposo branco (ROBERTS-TOLER; O’NEILL E 

CYPESS, 2015; COSTA et al., 2011). Também foram coletadas amostras da aorta 

torácica e do respectivo tecido adiposo perivascular (PVAT) para avaliação da 

expressão de proteínas. 

 

5.6 CURVA CONCENTRAÇÃO-RESPOSTA EM ANÉIS DE AORTA  

 

A aorta torácica foi isolada e cortada em anéis (4 anéis de 2 milímetros 

cada) na ausência e na presença de tecido adiposo perivascular (PVAT-/PVAT+, 

respectivamente). Para isolar o PVAT e medir o comprimento de cada anel foi 

utilizado um microscópio e retículo micrométrico (Nikon Instruments, NY-EUA). Os 

anéis foram montados em sistema de miógrafo multicanais para vasos de maior 

calibre (Model 610M, DMT A/S, Aarhus NA-Dinamarca) e todos foram mantidos em 5 

ml da solução de Krebs aquecida a 37ºC, pH 7,4 e areada com 95 % de O2 e 5 % de 

CO2. A tensão basal inicial foi de 5 miliNewton (mN) e as alterações de tensão do 
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tecido foram registradas em sistema PowerLab 400TM de aquisição de dados 

(Software versão 7,0, AD Instruments). 

Após o período de 1 hora de estabilização, os anéis foram contraídos com 

solução de KCl 80 mM até a contração máxima, em seguida, foram lavados com 

solução de Krebs. Foi realizado teste para verificação do endotélio e apenas os 

anéis que apresentaram relaxamento superior a 60% da pré-contração ao análogo 

do tromboxano A2 foram utilizados no presente estudo. Curvas cumulativas de 

concentração-resposta com endotélio intacto em anéis PVAT- e PVAT+ aos 

vasodilatadores: acetilcolina (ACh; 1 nM-100 μM) e nitroprussiato de sódio (SNP; 

100 pM-100 μM), foram obtidas. O relaxamento foi plotado como porcentagem da 

contração induzida pelo análogo do tromboxano A2 (U46619, em concentração 

necessária para produzir 50%-80% da resposta máxima induzida pelo KCl).  

Os efeitos contráteis do análogo do tromboxano A2 (U46619; 1nM-10 μM) 

e da endotelina-1 (ET-1; 10 pM-100 nM) foram também avaliados. Os valores de 

contração foram plotados em mN por milímetro (mm) de artéria (mN/mm). 

As curvas concentração-resposta foram obtidas através do aumento 

cumulativo das concentrações do agonista em meia unidade logarítmica entre doses 

sucessivas (VAN ROSSUM, 1963). A análise de regressão não linear para 

determinar os parâmetros: resposta máxima que o agonista produz (EMAX), 

concentração do agonista necessária para produzir metade da resposta máxima (log 

EC50 - pEC50) e coeficiente angular ou inclinação da curva concentração-resposta (n) 

foram determinados utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, 

CA-EUA). 

 

5.7 EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE WESTERN-BLOTTING 

 

Amostras de aorta, assim como o seu respectivo PVAT foram coletadas e 

congeladas separadamente a -80oC, e posteriormente homogeneizadas 

(homogeneizador de vidro) em tampão de Ripa (Upstate, Temecula, CA-EUA). O 

homogenato foi centrifugado e o sobrenadante recolhido para a determinação da 

concentração de proteína (Pierce BCA Protein Assay kit, IL-EUA), e então foi 

calculada para cada amostra a quantidade de 50 g de proteína (aorta e PVAT) para 

aplicar no gel de acrilamida. As amostras foram aplicadas no gel com SDS (Lauril 

Sulfato Sódico) -poliacrilamida (SDS-PAGE, 4-15% Mini-Protean TGX – BioRad, CA-
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EUA) e submetidas a eletroforese em um sistema Mini-Protean II (Eletrophoresis 

Cell, BioRad, CA-EUA). 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana 

de polivinil difluorida (PVDF Hybond, Amersham Biosciences, NJ-EUA). Para a 

detecção das proteínas de interesse na aorta e no respectivo PVAT, as membranas 

foram incubadas com anticorpo primário por 12 horas para: sintase endotelial do 

óxido nítrico-eNOS e sintase induzível do óxido nítrico-iNOS (BD Biosciense, CA-

EUA), utilizando as seguintes diluições: eNOS (1:750) e iNOS (1:500).  

Em seguida, as membranas foram lavadas e posteriormente incubadas 

com anticorpos secundários conjugados com peroxidase (HRP) correspondente ao 

primário em questão. Ao final as proteínas de interesse foram detectadas por uma 

reação de quimioluminescência utilizando um sistema de detecção (ECL Plus, 

Amersham Biosciences) e reveladas em fotodocumentador ImagemQuant LAS4000 

(GE Healthcare, NY-EUA). Todo o protocolo de incubação foi repetido com anticorpo 

primário para detecção α-actina (1:20000, Abcam, MA-EUA) em aorta e α-tubulina 

(1:10000, Millipore, MA-EUA) no PVAT e respectivo anticorpo secundário. A 

expressão da α-actina e α-tubulina foi medida para normalização da expressão das 

proteínas quantificadas. O software ImageJ (National Institutes of Health, MD-EUA) 

foi utilizado para quantificação densitométrica das bandas. 

Todos os resultados são apresentados como relativo ao grupo c-SD (a 

densitometria do grupo c-SD para cada proteína foi estabelecida como sendo igual a 

1 e a partir deste valor a densitometria dos demais grupos foi calculada). 

 

5.8 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) EM AORTA TORÁCICA 

 

A produção tecidual de NO foi avaliada pela análise da fluorescência ao 

4,5-diaminofluoresceína (DAF-2, Sigma, Aldrich, St, Louis, MO, EUA), como 

previamente descrito (DELBIN et al., 2012). O diacetato (DAF-2 DA) atravessa a 

membrana celular e é hidrolisado por esterases do citosol em DAF-2. Na presença 

de NO e oxigênio, DAF-2 é convertido em triazol emitindo uma fluorescência verde 

(KOJIMA et al., 1998). 

O ensaio foi realizado em um anel de aorta torácia PVAT+ de 

aproximadamente 6 mm imerso em meio para congelamento Tissue-Tek® OCTTM 

(Sakura Finetek Inc., Torrance, EUA), e então criosecções de 10µm de espessura 
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foram obtidas em criostato a -25°C. Entre 2-3 cortes de cada amostra foram 

colocados sobre lâminas com silanina e incubados com 100µl de tampão fosfato 

0,1M (pH=7,4) contendo cálcio (0,45mM) por 30 minutos em câmara úmida a 37°C. 

Posteriormente, uma nova incubação foi realizada com tampão fostato e DAF-2 

(8µM) por 30 minutos em câmara úmida (37°C) ao abrigo da luz, o que caracterizou 

a incubação “basal”. Um segundo corte da mesma amostra foi incubado com o 

mesmo tampão (contendo cálcio e DAF-2), porém após 15 minutos de incubação foi 

acrescentado 30µM de acetilcolina e a incubação permaneceu por mais 15 minutos 

em câmara úmida (37°C) ao abrigo da luz, o que caracterizou a incubação ACh. As 

imagens foram captadas em microscópio óptico (Eclipse 80i, Nikon, Japan), 

utilizando-se objetiva 10X acoplada a uma câmara fotográfica (DS-U3, Nikon). Para 

a fluorescência de DAF-2 utilizamos o filtro de fluoresceína e sua quantificação foi 

realizada utilizando o Software ImageJ 1.46p (NIH, EUA). Mediu-se a densidade 

integrada em 10 regiões aleatórias de cada corte com área fixa e a média desses 

valores foi considerada a medida final de cada amostra. A quantificação da produção 

de NO pela fluorescência de DAF-2 foi apresentada pela diferença entre a 

intensidade densitométrica após estímulo com 30µM de ACh e a intensidade 

densitométrica do basal. Os dados de fluorescência ao DAF-2 foram normalizados 

relativamente aos dados do grupo controle (c-SD), para os quais foi atribuído um 

valor médio igual a 1. 

  

5.9 DETERMINAÇÃO DE FATORES BIOQUÍMICOS SÉRICOS E RESISTÊNCIA À 

INSULINA 

 

As amostras de soro guardadas a -80ºC, como citada no item 5.5, foram 

utilizadas para avaliar os níveis séricos de colesterol total (CT) e triglicerídeos (TG), 

que foram medidos pelo método enzimático utilizando-se kit específico (Katal, MG-

Brasil) e análise no espectofotômetro.  

Foram utilizadas amostras de soro para a determinação das 

concentrações de leptina, adiponectina, resistina e fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) pelo método de ELISA utilizando kit comercial (R&D Systems, MN-EUA). 

Adiponectina de alto peso molecular foi determinada através de kit comercial ELISA 

(Alpco, NH-EUA). Também foi utilizado kit ELISA para avaliação da insulina sérica 

(Millipore Corporation, MA-EUA). 
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A partir dos dados de glicemia e insulina de jejum, verificou-se 

indiretamente a resistência à insulina por meio do índice Homeostasis Model 

Assessment (HOMA-RI), calculado conforme previamente descrito (MATTHEWS et 

al., 1985). 

Por fim, foram utilizadas amostras de soro para avaliar a peroxidação 

lipídica utilizando kit comercial colorimétrico (Cayman, USA) através das substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), que é determinada a partir de um padrão 

de malondialeído (MDA).  

 

5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores estão expressos como média  E.P.M. Para a análise de 

variância entre os grupos experimentais foi utilizada ANOVA duas vias, seguida de 

pós-teste de Bonferroni; e para análise intra-grupos (PVAT+ versus PVAT-)  foi 

utilizado o Test t de Student não pareado, ambas através do programa GraphPad 

Prism (GraphPad Software) e identificadas em cada caso. Valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 TESTE DE EXAUSTÃO E EFICÁCIA DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO 

FÍSICO 

 

Ao início do protocolo de treinamento físico todos os animais 

apresentaram resultados similares para as variáveis (tempo, distância percorrida e 

velocidade máxima) analisadas no teste de esforço máximo (Figura 5). A intensidade 

do treinamento em esteira dos grupos c-TR e dh-TR foi estabelecida após o teste de 

esforço máximo. Podemos observar que o grupo c-TR apresentou velocidade 

máxima de 0,44 m/s (26 m/min) e o grupo dh-TR velocidade máxima de 0,41 m/s (25 

m/min) (Figura 5, painel C). Assim, estabelecemos a intensidade moderada para o 

treino (60-70% da velocidade máxima atingida no teste) entre 0,26 a 0,31 m/s (16 a 

18 m/min). 

Ao final do protocolo experimental observamos aumento de 103,8% do 

tempo total, 275% da distância total percorrida e 93,9% da velocidade máxima de 

exaustão no grupo c-TR comparado ao grupo c-SD. Também observamos aumento 

60,6% do tempo final, 140% da distância percorrida e 52,9% de velocidade máxima 

de exaustão no dh-TR comparado ao grupo dh-SD. Demonstrando a eficácia do 

treinamento físico aeróbio empregado neste estudo. 

Nota-se que o grupo dh-TR apresentou um menor tempo final, distância 

percorrida e velocidade máxima atingida (redução de 25,9%; 56,8% e 23% 

respectivamente) comparado ao grupo c-TR (figura 5). 
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Fig. 5: Teste de esforço máximo pré-treinameto: tempo total (segundos, painel A), distância 
total (metros, painel B) e velocidade máxima (m/s, painel C). Teste de esforço máximo pós-
treinamento: tempo total (segundos, painel D), distância total (metros, painel E) e velocidade 
máxima (m/s, painel F). Grupos: controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta 
hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). Valores expressos 
como média ± EPM. ANOVA duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni: * p<0,05 
comparado ao c-SD; + p<0,05 comparado ao dh-SD; # p<0,05 comparado ao c-TR. N = 7 a 
12 animais. 
 

6.2 PESO CORPORAL E DO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL 

 

O peso no início do protocolo exerimental foi similar em todos os grupos 

(Figura 6, painel A). Conforme esperado, após dezesseis semanas de dieta 

hiperlipídica os animais dos grupos dh-SD e dh-TR apresentaram aumento do peso 

corporal (aproximadamente 70%) e do acúmulo de tecido adiposo epididimal 

(aproximadamente 360%) quando comparados aos grupos c-SD e c-TR (Figura 6, 

painel B e C), demonstrando assim a eficácia da dieta escolhida em induzir 

obesidade. Também observamos um aumento do peso do tecido adiposo epididimal 

quando normalizado pelo peso corporal (Figura 6, painel D). 
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O treinamento físico aeróbio no grupo dh-TR não apresentou efeito 

significativo tanto para redução do peso corporal, como do tecido adiposo epididimal 

no grupo dh-TR quando comparado ao grupo dh-SD (Figura 6, painel B, C e D). 

Os camundongos alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram maior 

ingesta calórica comparados aos seus respectivos grupos controles, (Figura 6, 

painel E). Em contraste, é interessante salientar que o consumo alimentar (em 

gramas de alimento/animal/dia) foi menor nos grupos dh-SD (2,9 ± 0,1) e dh-TR 

(2,7 ± 0,1), quando comparados aos grupos c-SD (3,9 ± 0,1) e c-TR (3,5 ± 0,1), 

respectivamente (Figura 6, painel F). 

 
Fig. 6: Peso inicial (gramas, painel A), peso final (gramas, painel B), peso do tecido adiposo 
epididimal (gramas, painel C) e ingesta calórica (Kcal/animal/dia, painel D). Grupos: controle 
sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta 
hiperlipídica treinado (dh-TR). Valores expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias, 
seguida de pós-teste de Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD; # p<0,05 comparado ao 
c-TR. N = 7 a 12 animais.  
 

6.3 PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E RESISTÊNCIA À INSULINA 

 

Observamos um aumento na concentração de glicose, insulina sérica 

(aproximadamente 85%) e do índice HOMA-RI (aproximadamente 80%) no grupo 

dh-SD comparado ao c-SD (Figura 7, painéis A, B e C respectivamente). É 

interessante notar que houve uma redução nos níveis de insulina (aproximadamente 
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60%) e do índice HOMA-RI (aproximadamente 67%) no grupo dh-TR em relação ao 

dh-SD (Figura 8, painéis A e B respectivamente). 

 
Fig. 7: Glicemia (mg/dL, painel A), insulina (ng/mL, painel B) e índice HOMA-RI (painel C). 
Grupos: controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário 
(dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). Valores expressos como média ± EPM. 
ANOVA duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD; # 
p<0,05 comparado ao c-TR. N = 7 a 12 animais.  

 

Também notamos que os níveis de colesterol total e triglicerídeos dos 

camundongos ao fim do protocolo experimental mostraram-se elevados nos grupos 

dh-SD e dh-TR quando comparados aos grupos c-SD e c-TR, respectivamente 

(Figura 87, painéis A e B), demonstrando assim significativas alterações no perfil 

lipídico induzidas pela obesidade. O treinamento físico aeróbio no grupo dh-TR não 

apresentou efeito significativo para redução dos parâmetros avaliados quando 

comparado ao grupo dh-SD. 
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Fig. 8: Colesterol total (mg/dL, painel A) e Triglicerídeos (mg/dL, painel B). Grupos: controle 
sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta 
hiperlipídica treinado (dh-TR). Valores expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias, 
seguida de pós-teste de Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD; + p<0,05 comparado ao 
dh-S. N = 7 a 10 animais.  

 

Os valores circulantes de leptina, resistina e TNF-α dos animais ao final 

do protocolo, se apresentaram elevados no grupo dh-SD quando comparado ao 

grupo controle c-SD. O treinamento físico no grupo dh-TR apresentou efeito 

significativo apenas na redução dos valores de TNF-α quando comparado ao grupo 

dh-SD (Figura 9, painel C). Entretanto, nenhuma alteração foi observada nos valores 

de adiponectina total e adiponectina de alto peso molecular para todos os grupos 

estudados (Figura 10, painéis A e B, respectivamente). 

 

 



44 

 

 
Fig. 9: Leptina (ng/mL, painel A), Resistina (ng/mL, painel B) e TNF-alfa (pg/mL). Grupos: 
controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e 
dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). Valores expressos como média ± EPM. ANOVA duas 
vias, seguida de pós-teste de Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD; + p<0,05 comparado 
ao dh-SD; # p<0,05 comparado ao c-TR. N = 7 a 12 animais. 

 

Fig. 10: Adiponectina total (ug/mL, painel A) e adiponectina de alto peso molecular 
(ug/Ml, painel B). Grupos: controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta 
hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). Valores expressos 
como média ± EPM. ANOVA duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni. N = 7 a 12 
animais. 

 

Em relação a produção das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) verificamos que os animais do grupo dh-SD apresentaram aumento nos 

níveis séricos de MDA (aproximadamente 42%), comparado ao grupo c-SD. Esta 

alteração não foi verificada quando compramos o grupo dh-TR e c-TR (Figura 11). 
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Fig. 11: Níveis séricos de malondialdeído (µM). Grupos: controle sedentário (c-SD), controle 
treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). 
Valores expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias, seguida de pós-teste de 
Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD. N = 7 a 12 animais. 
 
 

6.4 REATIVIDADE VASCULAR EM AORTA 

 

Inicialmente, assim como o peso corporal e a gordura epididimal, 

observamos um aumento do peso do PVAT normalizado pelo comprimento do anel 

de aorta nos grupos dh-SD e dh-TR (aproximadamente 320% e 300%, 

respectivamente) quando comparados aos grupos c-SD e c-TR (Figura 12, painel A). 

Também notamos aumento (57% e 67% respectivamente) quando normalizamos o 

peso do PVAT pelo comprimento do anel de aorta e pelo peso corporal (Figura 12, 

painel B), comparando os grupos dh-SD com c-SD e dh-TR com c-TR. 

 
Fig. 12: Peso do PVAT (mg/mm, painel A). Grupos: controle sedentário (c-SD), controle 
treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). 
Valores expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias, seguida de pós-teste de 
Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD e # p<0,05 comparado ao c-TR. N = 7 a 12 
animais.  
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Além disso, previamente não foram observadas diferenças no delta de 

contração máxima induzida pelo KCl 80 mM nos anéis PVAT+ comparados aos 

anéis PVAT- (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Valores de delta da contração máxima induzida pelo cloreto de potássio 80 mM (Δ 
KCl, mN/mm) em anéis de aorta na ausência (PVAT-) ou na presença (PVAT+) do tecido 
adiposo perivascular de camundongos dos grupos: controle sedentário (c-SD), controle 
treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). 
 
 

 

 

 

 
 
 

Valores expressos como média  EPM. Test t de Student. N = 7 a 
12 animais. 

 

Os agonistas acetilcolina (ACh; 1 nM-100 μM) e nitroprussiato de sódio 

(SNP; 100 pM- 100 μM) produziram relaxamento concentração-dependente em 

anéis de aorta torácica com endotélio intacto, PVAT- e PVAT+. 

A presença do PVAT não alterou os valores de potência (pEC50) e 

resposta máxima (EMAX) a ACh nos grupos c-SD e c-TR, quando comparados aos 

respectivos anéis PVAT- (Figura 13, painel A e B, respectivamente e Tabela 2). 

Porém, anéis PVAT+ do grupo dh-SD apresentaram redução da EMAX 

(aproximadamente 14%) e pEC50 (aproximadamente 2,3 vezes) a ACh quando 

comparados aos seus respectivos anéis PVAT- (Figura 13, painel C e Tabela 2). 

Esta alteração não foi observada no grupo dh-TR PVAT+ comparado ao seu 

respectivo anel PVAT- (Figura 12, painel D e Tabela 2). Não foram observadas 

alterações na pEC50 e EMAX ao SNP em anéis PVAT+ comparados aos anéis PVAT- 

para todos os grupos experimentais (Figura 14, Tabela 2). 

GRUPOS - ΔKCl (mN/mm) 

 c-SD c-TR dh-SD dh-TR 

PVAT+ 12±1 11±1 12±1 10±1 

PVAT- 11±1 11±1 10±1 9±1 
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Fig. 13: Curvas concentração-resposta à acetilcolina (ACh) em anéis de aorta torácica na 
ausência (PVAT-, símbolos abertos) ou na presença (PVAT+, símbolos fechados) do tecido 
adiposo perivascular de camundongos dos grupos: controle sedentário (c-SD, painel A), 
controle treinado (c-TR, painel B), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD, painel C) e dieta 
hiperlipídica treinado (dh-TR, painel D). EMAX: Resposta máxima. Valores expressos como 
média ± EPM. Test t de Student. § comparado ao respectivo grupo PVAT-. N = 6 a 8 
animais.  
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Fig. 14: Curvas concentração-resposta ao Nitroprussiato de Sódio (SNP) em anéis de aorta 
torácica na ausência (PVAT-, símbolos abertos) ou na presença (PVAT+, símbolos 
fechados) do tecido adiposo perivascular de camundongos dos grupos: controle sedentário 
(c-SD, painel A), controle treinado (c-TR, painel B), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD, 
painel C) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR, painel D). EMAX: Resposta máxima. Valores 
expressos como média ± EPM. Test t de Student. N = 6 a 8 animais. 
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Tabela 2: Valores de potência (pEC50) obtidos a partir de curvas concentração resposta à 
acetilcolina (ACh) e Nitroprussiato de sódio (SNP) em anéis de aorta torácica na ausência 
(PVAT-) ou na presença (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de camundongos dos 
grupos: controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário 
(dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). 

Valores de potência são representados como -log da concentração do agonista necessária 
para produzir 50 % da resposta máxima. Valores expressos como média ± EPM. Test t de 

Student. § comparado ao respectivo grupo PVAT-. N = 6 a 8 animais. 
 

 

O agonista análogo do tromboxano A2 (U46619, 1nM- 3μM) produziu 

contração concentração dependente em anéis de aorta torácica com endotélio 

intacto, PVAT- e PVAT+. Por outro lado, discreta contração foi apresentada pela 

endotelina (ET-1, 100 pM- 300 nM). 

Nenhuma alteração foi observada nos valores de pEC50 e EMAX aos 

agonistas U46619 e ET-1 em anéis PVAT+ comparados aos anéis PVAT- para todos 

os grupos experimentais (Figura 15 e 16, respectivamente e Tabela 3). 

Grupos - pEC50 

  c-SD c-TR dh-SD dh-TR 

ACh PVAT- 6,70± 0,07 7,35 ± 0,17 6,46 ± 0,09 6,61 ± 0,05 

 PVAT+ 6,60 ± 0,10 7,21 ± 0,15 6,07 ± 0,14§ 6,83 ± 0,25 

 

SNP PVAT- 7,53 ± 0,16 7,61 ± 0,15 7,57 ± 0,06 7,55 ± 0,25 

 PVAT+ 7,65 ± 0,10 7,61 ± 0,12 7,41 ± 0,04 7,68 ± 0,08 
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Fig. 15: Curvas concentração-resposta ao Análogo do Tromboxano A2 (U46619) em anéis 
de aorta torácica na ausência (PVAT-, símbolos abertos) ou na presença (PVAT+, símbolos 
fechados) do tecido adiposo perivascular de camundongos dos grupos: controle sedentário 
(c-SD, painel A), controle treinado (c-TR, painel B), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD, 
painel C) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR, painel D). EMAX: Resposta máxima. Valores 
expressos como média ± EPM. Test t de Student. N = 5 a 8 animais. 
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Fig. 16: Curvas concentração-resposta a Endotelina (ET1) em anéis de aorta torácica na 
ausência (PVAT-, símbolos abertos) ou na presença (PVAT+, símbolos fechados) do tecido 
adiposo perivascular de camundongos dos grupos: controle sedentário (c-SD, painel A), 
controle treinado (c-TR, painel B), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD, painel C) e dieta 
hiperlipídica treinado (dh-TR, painel D). EMAX: Resposta máxima. Valores expressos como 
média ± EPM. Test t de Student. N = 5 a 7 animais. 
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Tabela 3: Valores de potência (pEC50) obtidos a partir de curvas concentração resposta ao 
Análogo do Tromboxano A2 (U46619) e à Endotelina (ET1) em anéis de aorta torácica na 
ausência (PVAT-) ou na presença (PVAT+) do tecido adiposo perivascular de camundongos 
dos grupos: controle sedentário (c-SD), controle treinado (c-TR), dieta hiperlipídica 
sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). 

Valores de potência são representados como -log da concentração do agonista necessária 
para produzir 50 % da resposta máxima. Valores expressos como média ± EPM. Test t de 
Student. N = 6 a 8 animais. 

 

6.5 EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 

 

Em amostras de aorta torácica, observamos um aumento 

(aproximadamente 50%) na expressão da proteína eNOS no grupo dh-TR 

comparado ao dh-SD (Figura 17, painel A). Contudo, não houve alteração na 

expressão da proteína iNOS. 

No PVAT, a expressão da proteína iNOS apresentou aumento 

significativo no grupo dh-SD (aproximadamente 70%) em comparação ao grupo c-

SD. Esta alteração não foi observada no grupo dh-TR comparado ao grupo c-TR 

(Figura 17, painel D). Não observamos alterações nas expressões da eNOS, (Figura 

17, painel C). 

Grupos - pEC50 

  c-SD c-TR dh-SD dh-TR 

U46619 PVAT- 7,69 ± 0,09 7,55 ± 0,09 7,61 ± 0,05 7,56 ± 0,11 

PVAT+ 7,44 ± 0,06 7,56 ± 0,15 7,40 ± 0,08 7,58 ± 0,09 

 

ET-1 

 

PVAT- 

 

8,21 ± 0,06 

 

7,82 ± 0,23 

 

8,11 ± 0,21 

 

7,92 ± 0,23 

PVAT+ 7,84 ± 0,12 7,48 ± 0,12 7,61 ± 0,15 7,71 ± 0,20 
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Fig. 17: Expressão proteica de eNOS (painel A) e iNOS (painel B) em aorta torácica; eNOS 
(painel C) e iNOS (painel D) no PVAT dos grupos: controle sedentário (c-SD), controle 
treinado (c-TR), dieta hiperlipídica sedentário (dh-SD) e dieta hiperlipídica treinado (dh-TR). 
Valores expressos como média ± SEM. ANOVA duas vias, seguida de pós-teste de 
Bonferroni: * p<0,05 comparado ao c-SD e + p<0,05 comparado ao dh-SD. N = 6 a 10 
animais. 

 
6.6 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

 
A produção de óxido nítrico (NO), avaliada pela fluorescência emitida por 

diaminofluoresceína (DAF-2 – 8µM) em cortes transversais de aorta torácica PVAT+, 

após estímulo com ACh (30µM), apresentou redução significativa no grupo dh-SD 

em comparação com o grupo c-SD e o treinamento físico reverteu essa alteração 

(Figura 18, painel A). 
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Fig. 18: Análise da biodisponibilidade de NO através de fluorescência com corante sensível ao NO: 
4,5-diaminofluorece (DAF-2) (painel A e C) de secções de aorta torácica. DAF-2 foi avaliado na 
presença de acetilcolina (ACh, 30nM). 2-way ANOVA. Escala= 100 µm. N= 5 a 9 animais. 
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7 SUMÁRIO DOS RESULTADOS 

 

Principais alterações gerais encontradas no estudo, sendo as 

comparações realizadas da seguinte forma: 

 

 c-TR dh-SD dh-TR 
 

Tempo de Exaustão 
↑ 103,8% 

comparado 
ao c-SD 

 
↔ 

↑ 60,6% comparado ao 
dh-SD e ↓ 25,9% 

comparado ao c-TR 
 

Distância de Exaustão 
↑ 275% 

comparado 
ao c-SD 

 
↔ 

↑ 140% comparado ao 
dh-SD e ↓ 56,8% 

comparado ao c-TR 
Velocidade de 

Exaustão 
↑ 93,9% 

comparado 
ao c-SD 

 
↔ 

↑ 52,9% comparado ao 
dh-SD e ↓23% 

comparado ao c-TR  
 

Peso Corporal 
 

↔ 
↑ 70% 

comparado 
ao c-SD 

↑ 70% comparado ao 
c-TR 

 
Gordura Epididimal 

 
↔ 

↑ 78,5% 
comparado 

ao c-SD 

↑ 78,5% comparado ao 
c-TR 

Legenda: ↔sem alteração; ↑ aumento; ↓redução. 

 

 Principais alterações na reatividade vascular encontradas, sendo as 

comparações realizadas da seguinte forma: 

 

Sumário dos resultados- Reatividade Vascular 
 c-SD c-TR  dh-SD dh-TR 

Resposta 
Vasodilatadora (ACh) 

PVAT+ 
comparado ao PVAT- 

↔ ↔ ↓14%  ↔ 

Resposta 
Vasodilatadora (SNP) 

PVAT+ 
comparado ao PVAT- 

↔ ↔ ↔ ↔ 

Resposta 
Vasoconstritora 
(U46619 e ET-10) 

PVAT+ 
comparado ao PVAT- 

 
↔ 

 
↔ 

 
↔ 

 
↔ 

Legenda: ↔sem alteração; ↑ aumento; ↓redução. 
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 Principais alterações na expressão de proteínas encontradas, sendo as 

comparações realizadas da seguinte forma: 

 

PVAT c-TR dh-SD dh-TR 
 

Peso PVAT 
 

↔ 
↑ 320% 

comparado 
ao c-SD  

↑ 300% 
comparado 

ao c-TR 
Expressão proteica 

iNOS 
 

↔ 
↑ 70% 

comparado 
ao c-SD 

 
↔ 

Expressão proteica  
eNOS 

↔ ↔ ↔ 

AORTA c-TR dh-SD dh-TR 
Expressão proteica 

iNOS 
↔ ↔ ↔ 

Expressão proteica  
eNOS 

↓40% 
comparado 

ao c-SD 

 ↑ 50% 
comparado 
ao dh-SD 

Legenda: ↔sem alteração; ↑ aumento; ↓redução. 
 

 Principais alterações na avaliação da produção de NO em secção de 

aorta torácica, sendo as comparações realizadas da seguinte forma: 

 

AORTA c-TR dh-SD dh-TR 
Produção de NO 

(DAF-2) 
 

↔ 
Redução 

comparado 
ao c-SD 

 
↔ 

Legenda: ↔sem alteração. 
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8 DISCUSSÃO 

 

Trabalhos que envolvem a indução da obesidade em modelos animais 

mostram-se úteis nas pesquisas devido a sua grande semelhança com a gênese e 

as respostas metabólicas decorrentes do sobrepeso/obesidade em humanos 

(WEST; YORK, 1998; TSCHOP; HEIMAN, 2001). Especificamente o modelo de 

indução de obesidade por dieta hiperlipídica em camundongos C57BL6/J está bem 

estabelecido, sendo uma ferramenta útil no estudo dos efeitos da obesidade 

(ROBERTS-TOLER, 2015; COSTA, 2011; YANG, 2007). 

Foi demonstrado neste estudo que camundongos sedentários e 

alimentados por dezesseis semanas com dieta hiperlipídica apresentaram 

características da obesidade, como o aumento do peso corporal e acúmulo de 

gordura epididimal, acompanhado por significativas alterações metabólicas, 

inflamatórias e vasculares. As concentrações circulantes de glicose, colesterol total, 

triglicerídeos, insulina, leptina, resistina e TNF-α apresentaram-se elevados nesses 

animais. Na aorta torácica observamos que a presença do tecido adiposo 

perivascular (PVAT) reduziu o relaxamento dependente do endotélio, associado com 

redução na produção de NO vascular e aumento da expressão da iNOS no PVAT. 

Por outro lado, o treinamento físico aeróbio foi eficaz em reduzir os valores 

circulantes de TNF-α e normalizar as alterações vasculares observadas, 

independente de alterações no peso corporal e gordura epididimal. 

O exercício físico aeróbio de moderada intensidade, realizado 

continuamente, está associado à promoção de saúde, melhora na função 

cardiovascular e retardo das complicações associadas ao envelhecimento em 

animais saudáveis (JUDGE et al., 2005; GARCIA-VALLES et al., 2013). Dessa 

forma, a prática regular de exercício físico tem sido recomendada por diferentes 

associações de saúde do mundo (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE-OMS, 

2010). 

 

8.1 ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS 

 

A distribuição da gordura corporal exerce grande influência nas 

anormalidades associadas à obesidade, tais como alterações no metabolismo 

glicêmico e lipídico, sendo estas mais encontradas em condições que exista 
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obesidade central (abdominal) (LAFONTAN; LANGIN, 2009). A ingestão de dieta 

hiperlipídica está associada à resistência à insulina, com consequente 

hiperinsulinemia e desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo 2 (CINTRA et al., 

2008; PRADA et al., 2009). Alguns estudos envolvendo modelo de obesidade em 

camundongos induzida por dieta hiperlipídica reportam que o exercício físico aeróbio 

foi eficaz em promover redução no ganho de peso corporal e do acúmulo de 

gordura, além de melhorar o perfil glicêmico e lipídico (BRADLEY, 2008; FARIAS et 

al., 2012; CINTRA et al., 2008; RAO et al., 2013). Porém, assim como em nosso 

estudo, outros trabalhos demonstraram que o treinamento físico aeróbio não 

promoveu redução do peso corporal, gordura total, gordura visceral, colesterol total e 

triglicerídeos (BORG et al., 2012; KAWANISHI et al., 2013; SAMAAN et al., 2014; 

SUGA et al., 2014). 

Essas diferenças citadas podem estar relacionadas ao grau de obesidade 

nos animais, ao tempo de indução da obesidade e também ao protocolo de 

treinamento físico empregado. Sabe-se que o exercício físico produz efeito direto no 

nível metabólico, podendo modular o ganho de peso corporal por estar relacionado 

ao aumento do gasto energético, aumento da atividade simpática, ativação de 

receptores beta-adrenérgicos, aumento da beta-oxidação na mitocôndria (LJUBICIC 

et al., 2010; THOMPSON et al., 2012; SAKURAI et al., 2013). Entretanto, qualquer 

aumento do gasto energético alcançado com o exercício físico moderado pode ser 

revertido pelo consumo crônico da dieta hiperlipídica, e com isso, torna-se pouco 

expressivo na redução do peso corporal nos animais obesos (TROMBETTA, 2003). 

Conforme observamos, a ingesta calórica permanece elevada nos grupos 

alimentados com dieta hiperlipídica durante todo protocolo experimental. Assim, 

sugerimos que uma intervenção envolvendo exercício físico aeróbio e controle 

alimentar possa apresentar resultados mais eficientes no controle do peso corporal e 

redução da gordura epididimal. 

Como dito anteriormente, a ingestão de dieta hiperlipídica também está 

associada à resistência à insulina (CINTRA et al., 2008; PRADA et al., 2009). O 

modelo de avaliação da homeostase da insulina (HOMA-RI) pode ser considerado 

um marcador de resistência à insulina com um alto valor preditivo para eventos 

coronarianos e acidente vascular cerebral (GAST et al., 2012; UETANI et al., 2012), 

principalmente por incluir em sua fórmula os níveis circulantes tanto de glicose como 

de insulina, mostrando uma associação mais forte com doenças cardiovasculares do 
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que a glicemia ou insulina isoladas (GAST et al., 2012). Observamos através do 

índice HOMA-RI, que os animais sedentários e alimentados com dieta hiperlipídica 

apresentaram resistência à insulina semelhante ao estudo de Bai, et al. 2015 e o 

treinamento físico aeróbio normalizou estes valores. Outros estudos também 

demonstraram importante papel do exercício físico na homeostase da glicose e 

sensibilidade à insulina, em ratos (STANISIC et al. 2016) e em humanos (HÁ, et al. 

2015). Além de indicar que o exercício físico aumenta a fosforilação de substrato de 

receptor de insulina-1 (IRS-1), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e proteína quinase 

B (AKT ou PKB), demontrando um efeito positivo sobre a via de sinalização de 

insulina (Liu et al., 2015).  

O tecido adiposo branco possui importante função endócrina, é responsável 

pela produção e liberação de grande variedade de substâncias tais como adipocinas 

pró-inflamatórias (leptina, resistina, vaspina, quemerina e visfatina), adipocinas anti-

inflamatória (adiponectina, omentina e adrenomodulina), citocinas (interleucina-6 (IL-

6), interleucina-8 (IL-8), TNF-α), a proteína quimiotática de monócitos (MCP1) e o 

inibidor do ativador de plasminogênio (PAI1), mantendo intensa comunicação com 

os demais órgãos e sistemas orgânicos. As adipocinas estão envolvidas em uma 

variedade de processos fisiológicos, entre eles o controle da ingestão alimentar, a 

homeostase energética, sensibilidade à insulina, a angiogênese, proteção vascular, 

regulação da pressão arterial, coagulação sanguínea e resposta inflamatória 

(HAUNER, 2004; RAJSHEKER et al., 2010). 

A leptina interage com diferentes sistemas neuroendócrinos centrais, 

envolvidos no controle da ingestão de alimentos, regulação do apetite e gasto 

energético (CARO et al., 1996; MONTAGUE et al., 1997; GUIMARAES et al., 2007). 

Casos de obesidade podem resultar de uma alteração no transporte da leptina ao 

sistema nervoso central (CARO et al., 1996) ou também alteração pós-receptor, 

levando a uma falha na ativação dos mediadores neuroendócrinos reguladores do 

peso corporal, caracterizando um quadro com elevados níveis circulantes de leptina 

e resistência a leptina (KALRA et al., 2001). 

Em nosso estudo os animais obesos apresentaram aumento do tecido 

adiposo epididimal e PVAT na aorta torácica, acompanhado por aumento nos 

valores circulantes de leptina. Evidências demonstraram correlação positiva dos 

altos níveis de leptina com maior acúmulo de tecido adiposo, principalmente do 

tecido adiposo branco, em modelos de obesidade em roedores (YASARI et al., 2009; 
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AILHAUD 2006; GAUTHIER et al., 2004; PELLIZZON et al., 2002; KOWALSKA et 

al., 1999) bem como, em humanos (BELTOWSKI 2006; PORRECA et al., 2004; 

GUZIK et al., 2003). 

Este dado nos auxilia no entendimento dos resultados envolvendo o 

treinamento físico, pois não observamos redução nos valores circulantes de leptina, 

bem como redução de peso corporal, gordura epididimal e PVAT nos animais 

treinados e alimentados com dieta hiperlipídica. É importante salientar que outros 

estudos com diferentes protocolos de obesidade em roedores, reportaram redução 

na concentração plasmática de leptina promovida por diferentes protocolos de 

treinamento físico aeróbio (BRADLEY et al., 2008), bem como na redução da 

expressão de RNAm para leptina no tecido adiposo branco (ZACHWIEJA et al., 

1997; GOLLISCH et al., 2009; VIEIRA et al., 2009), porém todos eles também 

evidenciaram redução do peso corporal e/ou gordura corporal. 

Por sua vez, a resistina está envolvida em processos inflamatórios 

crônicos associados à obesidade (GOMEZ-AMBROSI; FRUHBECK, 2001). Apesar 

de em modelos animais mostrarem possível envolvimento da resistina na resistência 

à insulina, os estudos ainda são controversos (JANKE et al., 2002; OUCHI et. al., 

2011). Assim como demonstrado em estudo prévio (RAJALA et al., 2004), 

observamos aumento dos valores de resistina circulante em camundongos obesos, 

porém também foi evidenciado em camundongos obesos db/db redução dos valores 

de RNAm para resistina no tecido adiposo epididimal (HONGYING et al., 2013). 

Estudos com o objetivo de investigar os efeitos do treinamento físico 

aeróbio na concentração de resistina ainda são escassos e controversos. Recente 

estudo desenvolvido com crianças obesas demonstrou importante redução 

promovida pelo exercício físico aeróbio nos valores circulantes de resistina, 

associado com redução do peso corporal (LEE; KANG, 2015). Por outro lado, 

também foi demonstrado aumento nos valores circulantes de resistina em crianças 

obesas envolvidas em um programa de exercício físico e controle alimentar (BLUER 

et al., 2014). Em nosso estudo, o treinamento físico não reduziu os valores 

circulantes de resistina em camundongos obesos. 

Por sua vez, o TNF-α é considerado uma adipocina pró-inflamatória, 

apresenta grande diversidade em sua atividade biológica, incluindo resposta 

imunológica, reações inflamatórias e neovascularização. Em condições fisiológicas, 

o tecido adiposo produz TNF-α, porém apenas uma parte do TNF-α derivado do 
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tecido adiposo se origina do próprio adipócito, uma considerável parte pode ser 

secretada por macrófagos infiltrados no tecido, fato este particularmente importante 

na obesidade (WEISBERG et al., 2003; PRADO et al., 2009). 

Foi demonstrado em humanos (BOSCHMANN et al., 2005; 

FLEISCHMANN et al., 2005; VIRTANEN et al., 2002) e em roedores (CINTI et al., 

2005; RAUSCH et al., 2008; WEISBERG et al., 2003; YE et al., 2007) que a 

hipertrofia do tecido adiposo sem adequado suporte vascular pode levar a hipóxia e 

morte celular com consequente infiltração de macrófagos e inflamação (PASARICA 

et al., 2009; TRAYHURN et al., 2008), sendo que a taxa de infiltração de macrófagos 

é muito maior em tecido adiposo visceral do que no tecido adiposo subcutâneo 

(CANCELLO; CLÉMENT, 2006). 

Em nosso estudo notamos um aumento nos valores circulantes de TNF-α 

nos camundongos sedentários e alimentados com dieta hiperlipídica, e o 

treinamento físico aeróbio foi eficaz em reduzir esses valores, mesmo não reduzindo 

a massa de tecido adiposo epididimal e tecido adiposo perivascular. Foi 

demonstrado que o exercício físico aeróbio estimula a angiogênese no tecido 

adiposo, com melhora no fluxo sanguíneo, podendo reduzir a hipóxia e a infiltração 

de macrófagos (YOU et al., 2013), o que fundamenta a redução do TNF-α circulante 

nos camundongos obesos e treinados observada neste estudo. 

A concentração de adiponectina está inversamente correlacionada com o 

acúmulo de gordura visceral (MEDINA-BRAVO et al., 2011), sendo sua 

concentração reduzida na obesidade (OUCHI et al., 1999; SPRANGER et al., 2003). 

A adiponectina parece proteger o endotélio vascular contra a maioria dos processos 

envolvidos na etiopatogenia da aterosclerose, com capacidade de inibir a adesão de 

monócitos no endotélio vascular, a expressão de moléculas de adesão, bem como a 

transformação de macrófagos em células de espuma (foam cells) (GOLDSTEIN; 

SCALIA 2004; FANTUZZI et al., 2005). Recente estudo verificou aumento nos 

valores plasmáticos de adiponectina em pacientes obesos submetidos a restrição 

calórica após a redução do peso corporal e da gordura visceral (ROLLAND et al., 

2011).  

No presente estudo não observamos alteração nos valores circulantes de 

adiponectina total e adiponectina de alto peso molecular. Alguns estudos envolvendo 

treinamento físico demonstraram, em humanos, aumento na expressão de 

adiponectina no tecido adiposo subcutâneo (GREEN et al., 2004) e nas 
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concentrações plasmáticas (LABROPOULOS et al., 1998; WALTHER et al., 2004) e 

em ratos, aumento na expressão de adiponectina no tecido adiposo visceral e 

subcutâneo (NIEBAUER; COOKE, 1996). 

No entanto, outros autores não encontraram diferença, tanto na 

expressão de adiponectina no tecido adiposo visceral de humanos (GREEN et al., 

2004; MIYACHI et al., 2001; TAO et al, 2007; WALTHER et al., 2004) e roedores 

(KINGWELL et al., 1997), quanto na concentração plasmática em resposta ao 

treinamento físico (DARLEY-USMAR; STARKE-REED, 2000; FRANZONI et al., 

2004; RUDIC et al., 1998). Assim, futuros estudos são necessários para investigar 

os efeitos do treinamento físico aeróbio na expressão e liberação de adiponectina. 

Avaliamos também, de forma indireta, o estresse oxidativo através da medida 

de malondialdeído (MDA) resultante da peroxidação lipídica. Observamos aumento 

nos níveis de MDA nos camundongos sedentários e alimentados com dieta 

hiperlipídica, dados encontrados por outros autores (OZATA et al. 2002; FARIAS et 

al. 2013). Sabe-se que indíviduos obesos apresentam marcadores de estresse 

oxidativo, incluindo elevada concentração de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(KEANEY, 2003). Esta alteração não foi observada no grupo treinado e alimentado 

com dieta hiperlipídica, demonstrando assim o importante papel do treinamento 

físico aeróbio em induzir uma diminuição do dano oxidativo e dos marcadores de 

peroxidação lipídica. Estes resultados corroboram com estudos anteriores em 

humanos (BOTEZELLI et al. 2011; FARINHA et al. 2015) e também em animais 

(FARIAS et al. 2013).  

 

8.2 ALTERAÇÕES NA FUNÇÃO VASCULAR DA AORTA TORÁCICA 

 

Relacionado à função vascular, como já citado, o PVAT possui 

características especiais, está localizado ao redor dos vasos sanguíneos e pode 

influenciar diretamente a função vascular (GAO et al., 2007). Em particular, o PVAT 

encontrado ao redor da aorta torácica apresenta células do tecido adiposo branco e 

marrom, porém com características funcionais significativas de tecido adiposo 

marrom, com células multiloculares, significativa expressão de RNAm para PPAR-γ, 

UCP-1, bem como expressão proteica do fator de transcrição mitocondrial A (mtTFA) 

(FITZGIBBONS et al., 2011; SZASZ; WEBB, 2012). Foi comprovado que em ratos 
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alimentados com dieta hiperlipídica a massa total do PVAT da aorta está alterada 

(MA et al., 2010). 

O PVAT se expande proporcionalmente a gordura visceral de indivíduos 

obesos, e novas evidencias demonstram que o PVAT pode desencadear respostas 

específicas e independentes de outros depósitos de gordura, levando a uma 

disfunção vascular e finalmente a uma doença cardiovascular (FITZGIBBONS; 

CZECH, 2014). Em nosso estudo, também observamos aumento significativo da 

massa do PVAT em aorta torácica, acompanhado por significativa redução no 

relaxamento dependente de endotélio, comprometendo a função vascular nos 

animais sedentários e alimentados com dieta hiperlipídica. 

Historicamente, o primeiro estudo que investigou o papel do PVAT na 

reatividade vascular de aorta torácica de ratos, demonstrou redução da contração 

induzida pela norepinefrina, porém sem alterações ao cloreto de potássio e 

fenilefrina (SOLTIS; CASSIS 1991). Posteriormente, estudos também realizados em 

aorta torácica de ratos demonstraram redução da contração a serotonina (GAO et 

al., 2007; DUBROVSKA et al., 2004; ARAUJO et al., 2015), angiotensina II e 

fenilefrina (LOHN et al., 2002; ARAUJO et al., 2015). Outros trabalhos foram 

desenvolvidos em artéria mesentérica de camundongos e também demonstraram 

redução da contração a norepinefrina (LYNCH et al., 2013; WITHERS et al., 2013), 

serotonina, fenilefrina, porém sem alterações ao U46619 (VERLOHREN et al., 

2004). Também não foi observada alteração na resposta contrátil à ET-1 em artéria 

mesentérica de ratos obesos (MARCHESI, et al. 2009). Em nosso estudo, não 

observamos efeito anticontrátil do PVAT para os agentes U46619 e ET-1 nos 

animais dos grupos controle sedentário e controle treinado. 

Em especial, diferentes modelos de indução de obesidade em animais 

com severa disfunção metabólica bem como exacerbado aumento do PVAT, 

demonstraram perda do efeito anticontrátil promovido pelo PVAT (GIL-ORTEGA et 

al., 2009; MA et al., 2010; PAYNE et al., 2010). No entanto, estudos que avaliaram 

indução de obesidade em quadros com disfunção metabólica moderada observaram 

aumento da produção de NO pelo PVAT e melhora na função vascular como um 

mecanismo compensatório do estágio inicial da obesidade (GIL-ORTEGA et al., 

2010; FERNÁNDEZ-ALFONSO et al., 2013). Também não encontramos alterações 

na resposta anticontrátil induzida pelo PVAT nos animais alimentados com dieta 

hiperlipídica. 
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Mais recentemente, foi observada redução do relaxamento dependente 

de endotélio em artéria mesentérica de ratos com síndrome metabólica na presença 

de PVAT (MENDIZÁBAl et al., 2013). Por outro lado, outros estudos não 

evidenciaram redução do relaxamento na presença de PVAT, sendo realizados em 

aorta torácica de camundongos e também artéria coronária de suínos 

(REIFENBERGER et al., 2007; BUNKER et al., 2010; KETONEN et al., 2010). 

Sugere-se que os quadros de obesidade possam ser divididos em duas categorias, 

aqueles que apresentam controle metabólico ligeiramente disfuncional e aqueles 

que apresentam controle metabólico completamente disfuncional. É interessante 

salientar, que a segunda categoria de fenótipo metabólico possui níveis elevados de 

marcadores pró-inflamatórios, bem como maior risco de comprometimento 

cardiovascular quando comparados a primeira categoria (APOVIAN et al., 2008; 

OUCHI et al., 2011). 

O principal resultado relacionado a reatividade vascular evidenciado em 

nosso estudo indica que a presença do PVAT pode alterar o relaxamento 

dependente de endotélio em aorta torácica de camundongos sedentários e 

alimentados com dieta hiperlipídica por dezesseis semanas. Alguns estudos 

realizados em animais alimentados com dieta hiperlipídica também demonstram uma 

redução na resposta relaxante dependente do endotélio em aorta, artéria renal e 

arteríolas (COSTA et al., 2011; DENG et al., 2010; DIWAN et al., 2011; ERDEI et al. 

2006, VAN DRONGELEN et al., 2012). 

Esse resultado comprova a participação do PVAT na modulação da 

função vascular, pois funcionalmente somente os animais sedentários e alimentados 

com dieta hiperlipídica apresentaram redução na resposta a ACh e redução na 

produção de NO vascular. Vimos também um significativo aumento na expressão da 

iNOS no PVAT. Por outro lado, os animais do grupo treinado, não apresentaram tais 

alterações vasculares e o treinamento físico aeróbio foi eficaz em reduzir a 

expressão de iNOS no PVAT. Até o momento, poucos estudos avaliaram o papel do 

PVAT associado aos efeitos do treinamento físico e da dieta hiperlipídica, sendo 

desenvolvidos unicamente em artéria coronária circunflexa esquerda de porcos 

(REIFENBERGER et al., 2007; BUNKER; LAUGHLIN, 2010). 

Na função vascular, sabe-se que o estímulo mecânico, promovido pela 

força de cisalhamento em resposta ao exercício físico, é um importante mediador 

das adaptações vasculares e desempenha papel fundamental na prevenção de 
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disfunção endotelial e das doenças cardiovasculares (LAUGHLIN et al., 2008). 

Estudos realizados em cultura de células endoteliais sugerem que o aumento da 

frequência da força de cisalhamento pelo exercício físico, favorece o reparo ao dano 

de células endoteliais disfuncionais, pelo aumento da proliferação e angiogênese 

(ZHANG; FRIEDMAN, 2013) e ao mesmo tempo, o aumento da magnitude na força 

de cisalhamento suprime a inflamação e estresse oxidativo (ZHANG; FRIEDMAN, 

2013). Neste estudo sentido, a força de cisalhamento (shear stress) promovida pelo 

aumento do fluxo sanguíneo, é um importante estímulo para ativação eNOS 

presentes nas células endoteliais e consequentemente produção de NO (BUSCONI; 

MICHEL, 1993). De fato, o treinamento físico aeróbio foi eficaz em normalizar a 

produção de NO em aorta de camundongos treinados e alimentados com dieta 

hiperlipídica, acompanhado por aumento na expressão de eNOS na aorta desses 

animais. 

Por fim, a iNOS foi originalmente identificada em macrófagos e sua 

atividade e expressão estão relacionadas com o sistema imune e aumento do 

estado inflamatório celular (MACMICKING et al., 1995; MCNEILL et al., 2014). A 

literatura tem demonstrado em modelos animais a associação entre obesidade, 

aumento da expressão da iNOS no tecido adiposo (BOULOUMIÉ et al., 2005; LYON 

et al. 2003; YOO; CHOI, 2014; PERREAULT; MARETTE, 2001). Acreditamos que o 

possível NO produzido pelo aumento da expressão proteica de iNOS no PVAT dos 

camundongos sedentários e alimentados com dieta hiperlipídica não esteja agindo 

no leito vascular como vasodilatador, mas sim contribuindo para o estresse 

oxidativo. 

Estudos evidenciaram que o exercício físico diminui os níveis TNF-α, IL-6 

e IL-1β, tanto em animais quanto em humanos (GOLLASCH et al., 2004; VIEIRA et 

al., 2009; SAKURAI et al., 2009), diminuindo o estado inflamatório e possivelmente 

reduzindo fatores de transcrição envolvidos na expressão da iNOS no PVAT. 

Interessantemente, assim como reduzida expressão da iNOS no PVAT, também 

observamos redução nos valores circulantes de TNF-α nos animais treinados e 

alimentados com dieta hiperlipídica. 
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9 CONCLUSÃO 

 

Podemos concluir que a presença do PVAT reduziu o relaxamento 

dependente de endotélio em aorta torácica de camundongos sedentários e 

alimentados com dieta hiperlipídica, associado com redução na produção de NO 

vascular e aumento na expressão de iNOS no PVAT, bem como, com significativas 

alterações metabólicas e pró-inflamatórias circulantes. 

O treinamento físico aeróbio de moderada intensidade normalizou a 

função vascular, sendo esta resposta relacionada com aumento da expressão de 

eNOS e produção de NO na aorta torácia e com redução na expressão da iNOS no 

PVAT e dos valores circulantes de TNF-α em animais treinados e alimentados com 

dieta hiperlipídica. 
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11 ANEXO 
11.1 ANEXO A- Parecer da Comissão de Ética no uso de animais 
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