
 
 

 

 

 

 

 

Alecsander Fabricio Moreira Bressan 

 

 

 

MIRABEGRON PRESERVA O EFEITO HIPOCONTRÁTIL DO PVAT AÓRTICO 

DURANTE A OBESIDADE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2023 



 
 

Universidade de São Paulo 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

Departamento de Farmacologia 

 

 

Alecsander Fabricio Moreira Bressan 

 

 

 

MIRABEGRON PRESERVA O EFEITO HIPOCONTRÁTIL DO PVAT AÓRTICO 

DURANTE A OBESIDADE 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Farmacologia do 

Departamento de Farmacologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

da Universidade de São Paulo para a 

obtenção do Título de Doutor em Ciências.  

 

Área de concentração: Farmacologia  

Orientador: Dr. Fernando Silva Carneiro 

 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2023 



 
 

Autorizo a reprodução e divulgação total ou parcial deste trabalho, por 

qualquer meio convencional ou eletrônico, para fins de estudo e pesquisa, desde que 

citada a fonte. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bressan, Alecsander Fabricio Moreira 

Mirabegron preserva o efeito hipocontrátil do PVAT aórtico 

durante a obesidade. Ribeirão Preto, 2023.  

128 p. : 28 il.  

 

Tese de Doutorado, apresentada à Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto/USP. Área de concentração: Farmacologia. 

 Orientador: Silva Carneiro, Fernando. 

 

1.Mirabegron. 2. Tecido adiposo perivascular. 3. Obesidade. 4. 

Receptor adrenérgico tipo beta 3. 

 

 

 



 
 

Bressan, A.F.M. Mirabegron preserva o efeito hipocontrátil do PVAT aórtico durante a 

obesidade. Tese apresentada à Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo para obtenção do título de Doutor em Ciências na área de 

concentração em farmacologia. 

 

Aprovado (  )    Reprovado (  ) 

 

______/_____/_____ 

Data 

 

 

Banca examinadora:  

 

Examinador(a): Assinatura: ...............................................................................................  

Nome: .......................................................................................................  

Instituição: ................................................................................................  

Examinador(a): Assinatura: ................................................................................................ 

Nome: .......................................................................................................  

Instituição: ................................................................................................  

Examinador(a): Assinatura: ................................................................................................  

Nome: .......................................................................................................  

Instituição: ................................................................................................  

Presidente: Assinatura: ................................................................................................  

Nome: .......................................................................................................  

Instituição: ................................................................................................ 

 

 

 

 

 



 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho é dedicado às pessoas de Esmar Moreira e José Antonio, que atuaram 

como a roda do leme, nessa travessia. 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Realiza-se um agradecimento à parcela da comunidade científica que contribuiu 

indiretamente com os resultados aqui apresentados. Expressa-se o reconhecimento à 

competência do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

da Universidade de São Paulo (FMRP-USP) na formação de profissionais. À Coordenação 

de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), fundação do Ministério da 

Educação realiza-se um agradecimentos por todo suporte científico e financeiro. 

Faz-se um agradecimento muito especial ao orientador do trabalho, o professor 

Dr. Fernando Silva Carneiro, que disse sim à orientação e foi responsável pelas melhores 

discussões científicas realizadas no desenvolvimento deste projeto. 

Reconhece-se a competência do corpo técnico dos laboratórios pelo qual o 

trabalho foi desenvolvido, representado pelas pessoas de Giuliana Bertozi e Carla Pavan, 

que nunca abdicaram esforços para providenciar a estrutura necessária para o 

desenvolvimento das atividades laboratoriais. 

Realiza-se um agradecimento pela disposição das alunas de iniciação científica 

Beatriz Rodrigues e Beatriz Carneiro, que se fizeram presentes executando as técnicas 

laboratoriais necessárias. 

Um agradecimento à Professora Rita Tostes pela disposição em colaborar no 

desenvolvimento de habilidades científicas. 

Gratidão pela disposição e colaboração de todo o grupo de cientistas que se 

fizeram presente no dia a dia laboratorial formado pelas pessoas de Aline Fedoce, Allan 

Mendes, Carina Pedersoli, Carla Pacheco, Cintia Vieira, Daniel Rodrigues, Diane Rassi, 

Fernanda Minelli, Fernanda Rodrigues, Jeimison Duarte, José Teles, Josiane Fernandes, 

Juliana Bolsoni, Juliano Vilela, Julio Neto, Mirele Resende, Paula Barros, Rafael Fais, 

Rafael Menezes, Sara Hott, Tiago Januário e Tiago Tomazine.  

Expressa-se gratidão ao corpo técnico do departamento de Farmacologia da 

FMRP-USP, nas pessoas de Afonso Paulo, Ana Kátia, Carla Pavan, Daoud Hibrahim, Diva 

Amábile, Eleni Luiza, Eliane, Eliane Aparecida, Gislaine Marques, Giuliana Bertozi, Ieda 

Regina, Ivanilda Fortunato, Waldik Ramon, Laura Heloise, Marcela Grando, Marco 

https://www.gov.br/capes/pt-br/acesso-a-informacao/institucional/historia-e-missao


 
 

Antonio Ribeiro, Marcos Antônio de Carvalho, Maria Inês, Orlando Mesquita, Sandra de 

Oliveira, Sérgio Rosa, Vania Fernandes e Tadeu Franco Vieira (in memoriam). Gratidão 

também, ao Carlos Alberto (Beto) do Departamento de Fisiologia da FMRP-SP. 

Faz-se um reconhecimento à competente atuação da secretaria departamental, 

representada nas pessoas de Gislaine Marques e Waldik Ramon. 

O reconhecimento e agradecimento à toda equipe responsável pela higienização 

do ambiente departamental, em especial à Lilian. Um agradecimento a Walkiria, 

funcionária da cantina da FMRP autora de um incomparável Caffè Macchiato, à 

Maristela funcionária da recepção do prédio central da FMRP, por agilizar algumas 

demandas por telefone. 

Por fim, realiza-se um agradecimento particular a quem possa se interessar na 

leitura deste texto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

°C   Grau Celsius 

ABCA1  Transportador transmembranar dependente de ATP 

AC   Adenilato ciclase 

AKT   Proteína quinase B 

ALT  Alanina aminotransferase 

AMPK   Proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina 

ANG II   Angiotensina II 

ApoA1  Apolipoproteína A1  

AST   Aspartato aminotransferase 

AT1   Receptor de ANG II tipo I 

ATP   Trifosfato de adenosina 

CO2  Dióxido de carbono 

COX   Ciclooxigenase 

cAMP   Monofosfato cíclico de adenosina 

CEUA   Comissão de Ética no Uso de Animais 

cGMP   Monofosfato cíclico de guanosina  

cm   Centímetros 

CMLV   Células musculares lisas vasculares 

CONCEA  Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

CT   Grupo experimental controle 

DAPI   4',6'-diamino-2-fenil-indol  

DH   Dieta hiperlipídica 

DHE   Dihidroetidina 

dL   Decilitro 

DNA   Ácido desoxirribonucleico  

DP   Dieta padrão 

ECA   Enzima conversora de angiotensina 

eNOS   Sintase endotelial de óxido nítrico 



 
 

EPM   Erro padrão da média 

ROS     Espécies reativas de oxigênio  

ET-1   Endotelina-1 

EUA   Estados Unidos da América 

FDA   Agência Federal do Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos EUA 

g   Grama  

GC   Guanilato ciclase  

Gi   Proteína G inibitória 

GPCR   Receptores acoplados à proteína G  

Gs   Proteína G estimulatória 

H2O2   Peróxido de hidrogênio 

H2S   Sulfeto de hidrogênio 

HDL   Lipoproteína de alta densidade 

IC   Insuficiência cardíaca 

IFCC   Federação Internacional de Química Clínica e Medicina laboratorial  

IL  Interleucina 

IMC   Índice de massa corporal 

Kcal   Quilocaloria 

kDa   Quilodalton 

kg   Quilograma 

L/h   Litros por hora 

LDL   Lipoproteína de baixa densidade  

L-NAME  Nω-nitro-L-arginina metil éster 

LTDA   Sociedade de Responsabilidade Limitada 

MAPK   Proteína quinase ativada por mitógeno  

MBG   Mirabegron 

mc   Massa corporal 

MCP-1  Proteína quimioatraente de monócitos-1 

mg   Miligrama 

MMP   Metalopoteinases de matriz 



 
 

mN  Milinewton 

mRNA   Ácido ribonucleico mensageiro 

nM   Nanomolar 

NO   Óxido nítrico 

NOR   Noradrenalina 

O2   Oxigênio 

OB   Grupo experimental obeso 

P-   Secções arteriais desprovidas de PVAT 

P+   Seções arteriais com PVAT preservado 

pA2  Logaritmo negativo da concentração molar do antagonista que reduz o 

efeito do agonista à 50% 

pEC50  Logaritmo negativo da concentração molar que produz 50% de resposta 

máxima 

pH   Potencial hidrogeniônico 

PKG   Proteína quinase G 

pM   Picomolar 

PMP   Peso molecular padrão 

PPAR-γ  Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama  

PVAT   Tecido adiposo perivascular 

Raα  Receptor adrenérgico tipo alfa 

RAβ   Receptor adrenérgico tipo beta 

Rmáx   Resposta contrátil máxima 

rpm   Rotação por minuto 

SBH   Síndrome da bexiga hiperativa 

SHR  Ratos espontaneamente hipertensos 

TAB   Tecido adiposo branco 

TAM   Tecido adiposo marrom 

TNF-α   Fator de necrose tumoral alfa 

TOTG   Teste oral de tolerância à glicose 

TXA2   Tromboxano A2 



 
 

U.A.  Unidade arbitrária 

U/L   Unidade de massa atômica por litro 

VEI   Veículo 

μg   Micrograma 

μl   Microlitro 

μM   Micromolar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura  1. Secção transversal da artéria aorta torácica de camundongo, com PVAT 

preservado. Coloração com hematoxilina e eosina. ...................................................... 26 

Figura 2. Estrutura do RAβ3 ........................................................................................... 36 

Figura 3. Massa corporal (a), índice de Lee (b), consumo de ração (c) e ingestão calórica 

(d)...................................................................................................................................57 

Figura 4. Atividade da AST e da ALT e concentração sérica de colesterol total, HDL e LDL. 

................................. ....................................................................................................... 59 

Figura 5. Glicemia após a privação alimentar e do TOTG. ............................................. 60 

Figura 6. Efeito do PVAT e da dieta na resposta contrátil à NOR................................... 61 

Figura 7. Efeito da administração do MBG na resposta contrátil à NOR. ...................... 62 

Figura 8. Influência do NO e da sinalização mediada pelo RAβ3 na resposta contrátil à 

NOR de secções provenientes do grupo OB VEI e OB MBG............................................63 

Figura 9. Razão do conteúdo proteico da eNOSf
ser1177 pela eNOSt no PVAT. ................. 65 

Figura 10. Conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT. .......................................................... 66 

Figura 11. Conteúdo proteico do RAβ1 no PVAT. .......................................................... 67 

Figura 12. Conteúdo proteico do RAβ2 pela sua detecção em dois pesos moleculares no 

PVAT........ ....................................................................................................................... 68 

Figura 13. Conteúdo proteico da GCα e da GCβ na artéria aorta torácica. ................... 69 

Figura 14. Concentração sérica de nitrito. ..................................................................... 70 

Figura 15. Conteúdo proteico da UCP1 no PVAT. .......................................................... 71 

Figura 16. Geração de ROS no PVAT. ............................................................................. 72 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE QUADROS 

 

Quadro 1. Componentes da ração hipercalórica (9,6 kcal/g). ..................................... 477 

Quadro 2. Sistemas de detecção para determinações de analitos em soro.................. 49 

Quadro 3. Protocolo de western blot de acordo com alvo proteico. ............................ 52 

Quadro 4. Anticorpos utilizados na técnica de western blot. ........................................ 53 

Quadro 5. Massa corporal e peso dos tecidos adiposos. ............................................... 58 

Quadro 6. Valores da Rmax e do pEC50 dos estudos em secções aórticas. .................... 644 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Agonistas do RAβ3 testados em estudos clínicos. .......................................... 38 

Tabela 2. Tecidos que expressam o RAβ3, vias de sinalização e potencial terapêutico. 38 

Tabela 3. Mirabegron em estudos clínicos. .................................................................... 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 20 

1.1 Cenário epidemiológico da obesidade. ........................................................... 21 

1.2 Variáveis no diagnóstico da obesidade. .......................................................... 22 

1.3 Tipos de tecido adiposo. ................................................................................. 23 

1.4 Influência do PVAT na homeostase vascular. ................................................. 26 

1.5 Os vasos sanguíneos como destinatários de desordens do tecido adiposo. .. 29 

1.6 Desordens do PVAT durante a obesidade e implicações vasculares. ............. 30 

1.7 Abordagens para melhorar a função do PVAT. ............................................... 33 

1.7.1 Perda de peso. ........................................................................................... 33 

1.7.2 Exercício físico. ........................................................................................... 33 

1.7.3 Abordagem farmacológica. ........................................................................ 33 

1.8 O RAβ3 como alvo farmacológico. .................................................................. 34 

1.9 Aspectos farmacológicos do MBG. ................................................................. 38 

1.10 Segurança cardiovascular do MBG e em condições de obesidade............... 40 

1.11 Justificativa. ................................................................................................... 41 

1.12 Hipótese. ....................................................................................................... 42 

2. OBJETIVO .................................................................................................................... 43 

2.1 Objetivo geral. ................................................................................................. 44 

2.2 Objetivos específicos. ...................................................................................... 44 

2.2.1 Determinar se a obesidade induz prejuízo do efeito hipocontrátil do 

PVAT....................................................................................................................44 

2.2.2 Determinar se o tratamento com MBG modula a via do NO no PVAT.... . 44 

2.2.3 Determinar se o tratamento com MBG contribui para a manutenção do 

efeito hipocontrátil do PVAT e se o RAβ3 participa nesse contexto.................. 44 

3. MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................... 45 

3.1 Animais utilizados no estudo. ......................................................................... 46 

3.2 Dieta dos camundongos e administração do MBG. ........................................ 46 



 
 

3.3 Determinação da massa corporal dos camundongos e da quantidade de ração 

consumida. ............................................................................................................ 47 

3.4 Eutanásia, obtenção de sangue e de tecidos dos camundongos. .................. 47 

3.5 Determinação do índice de Lee e do peso de tecidos adiposos dos 

camundongos. ....................................................................................................... 48 

3.6 Obtenção do soro. ........................................................................................... 48 

3.7 Determinação sérica da atividade das enzimas AST e ALT e da concentração de 

colesterol total, HDL e LDL. ................................................................................... 48 

3.8 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG). ...................................................... 49 

3.9 Estudo da resposta contrátil de secções da artéria aorta torácica à NOR. .... 49 

3.10 Protocolo de western blot. ........................................................................... 50 

3.10.1 Extração de proteínas totais do PVAT. .................................................... 50 

3.10.2 Extração de proteínas totais da artéria aorta torácica. ........................... 51 

3.10.3 Quantificação de proteínas totais ........................................................... 51 

3.10.4 Eletroforese e transferência de proteínas. .............................................. 52 

3.11 Determinação da concentração sérica de nitrito. ........................................ 53 

3.12 Determinação da fluorescência de DHE no PVAT. ........................................ 53 

3.13 Representação gráfica dos resultados. ......................................................... 54 

3.14 Análise estatística. ......................................................................................... 55 

4. RESULTADOS ............................................................................................................... 56 

4.1 Determinação da massa corporal, do índice de Lee, do consumo de ração e da 

ingestão calórica. .................................................................................................. 57 

4.2 Determinação da massa corporal e do peso úmido de determinados tecidos 

gordurosos............................................................................................................59 

4.3 Determinação sérica da atividade das enzimas AST e ALT e da concentração de 

colesterol total, HDL e LDL. ................................................................................... 59 

4.4 Determinação da glicemia após a privação alimentar e do TOTG. ................. 60 

4.5 Determinação da resposta contrátil de secções aórticas à adição cumulativa de 

NO  ......................................................................................................................... 61 

4.5.1 Efeito do PVAT e da dieta...........................................................................61 



 
 

4.5.2 Efeito do tratamento com MBG. ............................................................... 62 

4.5.3 Influência do NO e da sinalização mediada pelo RAβ3. ............................ 63 

4.6 Western blot e quantificação sérica de nitrito..............................................66 

4.6.1 Análise da razão do conteúdo proteico da eNOSf
ser1177 pela eNOSt no 

PVAT.................................................................................................................65 

 4.6.2 Determinação do conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT. ....................... 66 

 4.6.3 Determinação do conteúdo proteico do RAβ1 no PVAT. ....................... 67 

4.6.4 Determinação do conteúdo proteico do RAβ2 no PVAT..........................69 

 4.6.5 Determinação do conteúdo proteico da GCα e da GCβ na aorta. .......... 69 

 4.5.6 Determinação da concentração sérica de nitrito dos camundongos. .... 70 

4.7 Determinação do conteúdo proteico da UCP1 no PVAT. ............................... 71 

4.8 Determinação da geração de ROS no PVAT. ................................................... 72 

5. DISCUSSÃO .................................................................................................................. 73 

6. CONCLUSÃO ................................................................................................................ 84 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS....................................................................................... 86 

ANEXO A ....................................................................................................................... 132 

ANEXO B........................................................................................................................ 133 

APÊNDICE A ................................................................................................................ 1340 

APÊNDICE B ................................................................................................................. 1362 

APÊNDICE C ................................................................................................................. 1373 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

Bressan, A.F.M. Mirabegron preserva o efeito hipocontrátil do PVAT aórtico durante a 
obesidade. [Tese (Doutorado em Farmacologia)]. São Paulo: Departamento de 
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo; 
2023. 

 
O tecido adiposo perivascular (PVAT) que está localizado ao redor da artéria aorta, das 
artérias coronárias, dos vasos de resistência e da vasculatura do sistema 
musculoesquelético, exerce um efeito hipocontrátil na vasculatura adjacente, em 
condições de saúde. O receptor adrenérgico tipo β3 (RAβ3) exerce importante 
contribuição para a função hipocontrátil do PVAT quanto estimulado pela noradrenalina 
(NOR). Durante a obesidade em humanos e em camundongos o PVAT perde seu efeito 
hipocontrátil. Ainda não há uma terapia eficaz, para prevenção da disfunção ou 
restabelecimento da função do PVAT em condições de obesidade. O mirabegron (MBG) 
é um fármaco agonista do RAβ3 e demonstrou ser um medicamento seguro quando se 
refere a função cardiovascular em condições de obesidade. Este estudo, testa a hipótese 
de que o tratamento com MBG contribui para a manutenção do efeito hipocontrátil do 
PVAT aórtico torácico durante a obesidade experimental, via aumento da sintase 
endotelial do óxido nítrico (eNOS). Para testar essa hipótese, camundongos com 
obesidade induzida por dieta hiperlipídica foram utilizados, para se estudar a 
repercussão da administração do MBG no efeito hipocontrátil do PVAT da artéria aorta 
torácica. Camundongos obesos e controles receberam veículo (VEI) ou 10 mg/kg de 
MBG por 30 dias. Em secções arteriais aórticas, determinou-se a resposta contrátil à 
NOR e a influência do PVAT. O L-NAME (inibidor não seletivo das sintases do óxido 
nítrico) e o SR5923OA (antagonista do RAβ3) foram utilizados para estudo da influência 
do óxido nítrico (NO) e do RAβ3. O conteúdo proteico da eNOSf

ser1177 (eNOS fosforilada 
no resíduo 1177 de serina), eNOSt (eNOS total) dos RAβs no PVAT foi determinado. 
Mensurações do ganho de massa corporal, da concentração sérica de lipídeos e glicose, 
foram realizadas. Os resultados demonstraram que o MBG preveniu a perda do efeito 
hipocontrátil do PVAT durante a obesidade. O MBG aumentou a razão do conteúdo 
proteico da eNOSf

1177/eNOSt e do RAβ3 no PVAT. A síntese do NO e o agonismo do RAβ3 
são importantes no mecanismo de preservação da função hipocontrátil do PVAT 
exercida pelo MBG. O MBG preveniu o aumento da concentração sérica da LDL e a 
diminuição da tolerância à glicose durante a obesidade. O presente estudo traz suporte 
para a apresentação do MBG como um fármaco capaz de promover a manutenção do 
efeito hipocontrátil do PVAT aórtico torácico durante a obesidade. 
 
Palavras-chave: Mirabegron (MBG), obesidade, tecido adiposo perivascular (PVAT) e 
receptor adrenérgico tipo β3 (RAβ3).  
 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Bressan, A.F.M. Mirabegron preserves the hypocontractile effect of aortic PVAT during 
obesity. [Thesis (Pharmacology)]. Sao Paulo: Pharmacology Department, Ribeirao Preto 
Medical School, Sao Paulo University; 2023. 

 
 

Perivascular adipose tissue (PVAT), located around the aorta, coronary arteries, 
resistance vessels, and vasculature of the skeletal muscle system, exerts a 
hypocontractile effect on adjacent vasculature under healthy conditions. The β3-
adrenergic receptor (β3AR) plays an important contribution to the hypocontractile 
function of PVAT when stimulated by noradrenaline (NOR). During obesity in humans 
and mice, PVAT loses its hypocontractile effect. There is still no effective therapy for 
preventing dysfunction or restoring PVAT function in obesity conditions. Mirabegron 
(MBG) is a β3AR agonist drug that showed a safe profile for the cardiovascular function 
in obesity conditions. We hypothesize that MBG contributes to maintaining the 
hypocontractile effect of thoracic aortic PVAT during obesity, via increased endothelial 
nitric oxide synthase (eNOS). High-fat diet obese mice were used to study the effect of 
MBG treatment on the hypocontractile effect of PVAT in the thoracic aorta artery. Obese 
and control mice received vehicle (VHE) or 10 mg/kg MBG for 30 days. In aortic arterial 
sections, the contractile response to NOR and the influence of PVAT were determined. 
L-NAME (non-selective nitric oxide synthase inhibitor) and SR5923OA (β3AR antagonist) 
were used to study the influence of nitric oxide (NO) and β3AR. The protein expression 
of eNOSf

ser1177 (phosphorylated eNOS at serine residue 1177), eNOSt (total eNOS) of 
βARs in PVAT was determined. Measurements of body mass gain, serum concentration 
of lipids and glucose were performed. The results demonstrated that MBG prevented 
the loss of the hypocontractile effect of PVAT during obesity. MBG increased the protein 
expression ratio of eNOSf

ser1177/eNOSt and β3AR in PVAT. NO synthesis and β3AR 
agonism are important to preserve the hypocontractile function of PVAT exerted by 
MBG. MBG prevented the LDL serum increase concentration and the decrease in glucose 
tolerance during obesity. The present study showed that: MBG preserves the 
hypocontractile effect of thoracic aortic PVAT during obesity. 

 
Keywords: Mirabegron (MBG), obesity, perivascular adipose tissue (PVAT) and β3-
adrenergic receptor (β3AR). 
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1.1 Cenário epidemiológico da obesidade. 

A organização mundial de saúde categoriza o índice de massa corporal (IMC) 

por meio da equação 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑘𝑔)

𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑚)2. Quando essa razão encontra-se menor que 

18,5 é indicativo de subpeso, em casos de resultado entre 18,5 e 24,9 o indivíduo pode 

ser considerado com peso normal. No entanto, considera-se sobrepeso quando esse 

índice está no intervalo de 25 a 29,9, ao passo que a obesidade é alcançada quando essa 

razão está igual ou superior a 30 1. 

As consequências à saúde geradas pelo excesso de peso em indivíduos não é 

uma preocupação recente. No ano de 1930 o Dr. Louis Israel Dublin, biólogo e com 

treinamento em estatística, por meio de um artigo científico com dados adquiridos de 

uma seguradora de vida dos EUA (Estados Unidos da América), trouxe uma relação entre 

o peso corporal e a incidência de determinadas comorbidades, que poderiam diminuir 

a longevidade dos indivíduos. Com dados observados nas regiões Centro-Oeste, Leste e 

Sul dos EUA do período de 1887 a 1908 determinou-se que, a taxa de mortes se 

correlacionava positivamente com o número de indivíduos com excesso de peso 2. O 

trabalho do Dr. Dublin, foi pioneiro e teve um papel fundamental na promoção de 

políticas públicas que visam a manutenção do peso corporal ideal. 

O estudo de taxa global de doenças, realizado pelo instituto para avaliação e 

métrica em saúde, demonstrou que em 2019 o IMC elevado (≥ 25) esteve associado à 

diminuição do tempo de vida vivido com saúde de 160 milhões de pessoas (não 

discriminando gênero e faixa etária) em todo o mundo, e ainda, esteve correlacionado 

à aproximadamente 2,4 milhões de mortes em mulheres e a pouco mais de 2,3 milhões 

de mortes em homens 1,3.  

Em 2019 o número de mortes prematuras (quando se considera a expectativa 

de vida do indivíduo) relacionado ao IMC elevado foi em torno de 54,7 milhões para 

mulheres e em média 64,7 milhões para homens, em todo o mundo, considerando todas 

as faixas etárias 1. 

Utilizando dados do centro de pesquisa para despesas médicas (Medical 

Expenditure Panel Survey) dos EUA (Estados Unidos da América), Zachary JW e 

colaboradores realizaram uma análise da relação entre o IMC e os gastos com saúde, de 
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determinadas regiões (nordeste, centro-oeste, sul e leste) do país, observando o 

período de 2011 a 2016.  Nesse estudo, foi observado que o IMC elevado esteve 

associado ao aumento de 1,86 dólar no gasto anual de despesas médicas individuais, 

somando aproximadamente 172 bilhões de dólares para toda a população com IMC 

elevado das regiões estudadas 4. 

Em um levantamento, divulgado pela Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariátrica 

e Metabólica, foi verificado que, em 2019, 407.589 pessoas foram diagnosticadas com 

obesidade mórbida, o que representava 3,14% das pessoas monitoradas com 

obesidade. Já em 2022, o número subiu para 863.083 brasileiros diagnosticados com 

obesidade mórbida, totalizando 4,07% da população. Houve um crescimento de 29,6% 

desse ponto percentual em apenas 4 anos 5,6.  

Dados atualizados pelo Sistema de Vigilância Alimentar e Nutricional (SISVAN), 

estimam que no Brasil, no mês de julho de 2023, 65,54% dos indivíduos adultos 

apresentaram algum grau de sobrepeso 6.  

No Brasil, em 2018, o gasto do Sistema Único de Saúde para tratar doenças 

associadas à obesidade (não discriminando faixa etária) foi de aproximadamente 228 

milhões de reais com mulheres e em torno de 143 milhões de reais com homens 7. 

O conjunto de situações que levam indivíduos com IMC elevado a gastar com 

doenças associadas ao sobrepeso ou obesidade, não é o principal problema. A 

incapacitação pessoal gerada pelo IMC elevado causa prejuízo da qualidade de vida, seja 

no trabalho, no cotidiano ou no lazer. O elevado gasto com a saúde e o prejuízo da 

qualidade de vida dos indivíduos obesos, despertam o interesse em estudar alternativas 

que objetivam prevenir ou melhorar o estado de saúde desses indivíduos. 

1.2 Variáveis no diagnóstico da obesidade. 

A maioria dos indivíduos obesos possuem aumento da gordura visceral. No 

entanto, alguns indivíduos obesos pela classificação do IMC não possuem aumento da 

gordura visceral e o inverso pode ocorrer, onde indivíduos apesar de terem aumento da 

gordura visceral, não são classificados como obesos pelo IMC 8–10. 
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O acometimento de doença cardiovascular em indivíduos considerados com 

peso normal pelo IMC, leva a subnotificações na prática clínica entre os pacientes que 

apresentam excesso de gordura, mas não obesidade, classificados pelo IMC 11,12. 

No ano de 2013, as Diretrizes de Manejo da Obesidade emitida pela Associação 

Americana do Coração, recomendavam a medição da circunferência da cintura apenas 

em indivíduos com IMC elevado 13, excluindo a possibilidade de que pessoas com IMC 

normal teria algum risco específico relacionado à adiposidade. Por outro lado, tem sido 

demonstrado, uma importante influência do aumento de determinadas regiões 

adiposas, na saúde do indivíduo 14,15.  O consórcio para o estudo de fatores de risco 

emergentes, elaboraram um estudo que foi identificado que a circunferência da cintura 

e o IMC tiveram a mesma influência para o risco de doença cardiovascular 16.  

O desenvolvimento de técnicas de imagem, como tomografia computadorizada 

e ressonância magnética tem sido uma esperança, para o avanço do estudo da 

composição do corpo humano e acredita-se que seu uso será eficaz em trazer a relação 

do tamanho de determinados tecidos adiposos, com o risco de desenvolvimento de 

comorbidades 17,18. 

1.3 Tipos de tecido adiposo. 

O tecido adiposo pode ser classificado no subconjunto branco, marrom ou 

bege. O tecido adiposo branco (TAB) é amplamente definido como subcutâneo 

(localizado sob a pele) e visceral/omental (localizado intra-abdominalmente, adjacente 

aos órgãos internos) 19. O tecido adiposo marrom (TAM) se caracteriza por sua 

morfologia e função, com grande quantidade de mitocôndrias que lhe dão uma 

aparência marrom 20. O tecido adiposo bege representa uma classificação, na qual, os 

adipócitos marrons aparecem dentro dos depósitos de tecido adiposo classicamente 

conhecidos como branco 21,22. 

O TAB subcutâneo é o depósito mais proeminente em indivíduos magros e 

saudáveis, constituindo aproximadamente 80% de todo o tecido adiposo 23. Esse tecido 

funciona como um isolante para evitar a perda de calor, como uma barreira contra a 

infecção dérmica e como uma camada protetora contra o estresse físico externo 19. Ele 

também desempenha a função de um reservatório fisiológico para o armazenamento 
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de energia, o qual pode tornar-se excessivo durante longos períodos de gasto energético 

limitado 24. 

As áreas ectópicas do TAB incluem a intra-hepática, a epicárdica, a perivascular, 

a gordura mesentérica (contíguo aos órgãos digestivos nas vísceras), a gordura omental 

(uma fina camada de gordura que se estende sobre os intestinos, fígado e estômago) e 

a gordura retroperitoneal que se localiza ao redor dos rins 19. O metabolismo da gordura 

visceral é altamente ativo e está constantemente liberando ácidos graxos livres na 

circulação portal 25. 

O outro tipo de tecido, é o TAM, que está localizado em regiões anatômicas 

distintas, que foram bem caracterizadas em roedores 26. Ao absorver os ácidos graxos 

circulantes, o TAM funciona para gerar calor ao desacoplar a produção de energia 

química (ATP; trifosfato de adenosina ) via fosforilação oxidativa em produção de calor 

(termogênese), contribuindo assim para a depuração dos triglicerídeos plasmáticos e a 

mitigação do armazenamento ectópico de lipídios 20. O TAM representa entre 1% e 2% 

das reservas totais de gordura em humanos e está localizado principalmente nas regiões 

cervical, axilar e paravertebral 26,27. 

O TAM sintetiza e secreta fatores de crescimento de fibroblastos, neuregulina 

4, e citocinas como a interleucina (IL)-6 28. O seu potencial endócrino é relativamente 

desconhecido, mas está claro que os fatores secretados exercem funções parácrinas e 

autócrinas. Embora a massa relativa do TAM em humanos e roedores seja pequena em 

comparação com outros depósitos adiposos, sua contribuição relativa para a saúde 

metabólica pode ser maior 29. 

Com estimulação prolongada, como ocorre na exposição ao frio, o tamanho e 

a atividade dos depósitos de TAM aumentam, um termo chamado recrutamento de 

TAM. O seu recrutamento está associado a uma maior proliferação e diferenciação de 

células precursoras de TAM 26. 

É importante salientar que, em condições particulares, alguns depósitos de TAB 

pode desenvolver características do TAM. Em roedores, o TAB subcutâneo é o depósito 

mais suscetível a essa diferenciação, enquanto em humanos é o TAB visceral 30. Há uma 

lista de fatores que podem promover o desenvolvimento de caraterísticas do TAM no 
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TAB, incluindo, exposição ao frio, exercício, cirurgia bariátrica, caquexia do câncer, 

queimaduras graves, bem como, componentes farmacológicos e dietéticos, como ácido 

linoleico conjugado, ácidos graxos de cadeia curta, capsaicina, extrato de chá verde não 

cafeinado, tiazolidinedionas e agonistas dos receptores adrenérgicos tipo β (RAβs) 31–42. 

O terceiro tipo de tecido é denominado gordura bege, que é composto de 

adipócitos marrons dentro dos depósitos clássicos de adipócitos brancos. A gordura 

bege compartilha algumas características dos TAMs clássicos, como a redução sistêmica 

de triglicerídeos, e acredita-se que a gordura bege seja fisiologicamente distinta do TAM, 

com expressão diferencial de certos genes envolvidos no metabolismo, inflamação e 

transcrição 21,22. 

O TAM humano exibe morfologia e função semelhantes ao TAM e bege do 

roedor, complicando as comparações entre as duas espécies 43–45. Há um debate sobre 

a origem dos adipócitos bege, bem como, seu impacto na homeostase energética 21,46. 

Os adipócitos beges podem surgir da adipogênese de novo de células progenitoras 

específicas, quando inicialmente estimulados pela exposição ao frio, mas depois, podem 

ficar “adormecidos” até serem estimulados novamente 47. Essa teoria sugere que os 

adipócitos beges dormentes podem se tornar rápida e prontamente ativados quando 

necessário, lembrando uma resposta imunológica. Esse fluxo relativo entre células bege 

“adormecidas” e “ativas” pode ser o que foi anteriormente denominado 

“transdiferenciação” de adipócitos branco para bege 47. 

Alguns tecidos adiposos ectópicos, estão localizados em órgãos que regulam a 

homeostase cardiovascular. Os adipócitos epicárdicos que compartilham origens 

embrionárias com os adipócitos mesentéricos e omentais 48, se encontram próximos ao 

miocárdio e permitem uma microcirculação compartilhada entre áreas do coração 49. 

Acredita-se que os adipócitos epicárdicos sejam aproximadamente duas vezes mais 

metabolicamente ativos que outros depósitos de TAB, com capacidade mais alta de 

absorção e liberação de ácidos graxos devido à lipólise 50. 

Um outro tipo de gordura ectópica é a formada por adipócitos que envolvem 

os vasos sanguíneos, este é denominado tecido adiposo perivascular (PVAT). Já foi 
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reconhecido que o PVAT tem características que se assemelham tanto ao TAB quanto 

ao TAM 51. 

O PVAT produz muitas moléculas bioativas que influenciam a reatividade 

vascular, incluindo adipocinas 52. O PVAT pode contribuir diretamente para o tônus 

vascular, além de desempenhar um papel de suporte na manutenção da estrutura do 

vaso. Tem sido sugerido que o PVAT da aorta torácica se assemelha ao TAM, enquanto 

o PVAT da aorta abdominal exibe propriedades tanto do TAM quanto do TAB 52. 

1.4 Influência do PVAT na homeostase vascular. 

O PVAT está localizado ao redor da artéria aorta, das artérias coronárias, dos 

vasos de resistência e da vasculatura do sistema musculoesquelético 53–55. Em artérias 

cerebrais, ele não pode ser verificado 56. O PVAT é conectado à adventícia, sem 

estruturas laminares ou qualquer barreira organizada que os separe 57, como demonstra 

a Figura 1. 

 

Figura 1. Secção transversal da artéria aorta torácica de camundongo, com PVAT preservado. Coloração 

com hematoxilina e eosina. 

Pelo ponto de vista fisiológico, a primeira evidência da influência do PVAT na 

função dos vasos adjacentes se deu em 1991 por Edward Soltis e Lisa Cassis. Ao 

estudarem a resposta contrátil de segmentos aórticos à noradrenalina (NOR), 

observaram uma diminuição significativa da sensibilidade à NOR em segmentos com 

PVAT preservado, comparado à segmentos com PVAT removido. No mesmo estudo, foi 

sugerido que o PVAT exercia um importante efeito na recaptação celular de NOR 58. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Soltis+EE&cauthor_id=2065467
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cassis+LA&cauthor_id=2065467
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No ano de 2002, Matthias Löhn e colaboradores acrescentaram evidências de 

que a diminuição na sensibilidade à NOR em segmentos com PVAT preservado poderia 

estar associado à liberação de substâncias do PVAT com propriedades vasoativas. Foi 

verificado, que a transferência da solução que submergia segmentos com PVAT 

preservado ou do tecido periadventicial isolado, para segmentos pré-contraídos sem 

PVAT resultou em um rápido relaxamento 59. 

O efeito fisiológico do PVAT sobre a vasculatura passou então a ser 

denominado efeito hipocontrátil (ou anticontrátil). Já se sabe que esse efeito também 

pode ser verificado em resposta à endotelina 1 (ET-1), fenilefrina, angiotensina II (ANG 

II) e serotonina 60,61. Por outro lado, o PVAT pode liberar fatores com ação dual (contrátil 

ou relaxante) como componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona 62 e 

ânion superóxido 63. 

Os fatores hipocontráteis liberados pelo PVAT podem ser denominados em 

vasodilatadores derivados do PVAT ou fatores relaxantes derivados do tecido 

periadventicial 51,64. 

A adiponectina é uma adipocina conhecida como uma substância 

vasodilatadora derivada do PVAT, que atua por meio de diferentes mecanismos 

afetando diretamente as células endoteliais e as células musculares lisas vasculares 

(CMLV). A adiponectina ativa a proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina 

(AMPK), que é responsável pela fosforilação da sintase endotelial do óxido nítrico 

(eNOS) 65,66. 

Uma outra adipocina com ação vascular é a leptina. A vasodilatação induzida 

pela leptina atua por meio de mecanismos dependentes e independentes do endotélio. 

Em grandes artérias, como a aorta, a leptina aumenta a vasodilatação dependente do 

endotélio, de forma semelhante à adiponectina, pela ativação da AMPK, que é 

responsável pela fosforilação da eNOS  67. Em pequenas artérias, como a artéria 

mesentérica, o aumento da síntese de óxido nítrico (NO) e do fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio, induzido pela leptina contribuem para a vasodilatação 

dependente do endotélio 68. 

https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=L%C3%96HN%2C+MATTHIAS
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O PVAT também pode produzir o sulfeto de hidrogênio (H2S) que é um fator 

gasoso, que tem ação em células endoteliais e em CMLV, controlando o tônus vascular. 

A vasodilatação induzida por H2S é causada pela ativação de canais de potássio ativados 

por cálcio, que leva à hiperpolarização da membrana celular, inativação de canais de 

Ca2
+ tipo L dependentes de voltagem e uma diminuição na concentração de Ca2

+ 

intracelular 69. O H2S pode levar a uma diminuição dose-dependente do pH intracelular, 

o que causa a vasodilatação 70. 

O PVAT é responsável pelo aumento da produção de NO por mecanismo direto. 

A eNOS está presente no PVAT, onde o NO é produzido e liberado diretamente à 

vasculatura 71. Além disso, o NO pode ser um mediador regulado por adiponectina  ou 

pelo agonismo do RAβ3 72,73. 

Dentre os fatores liberados pelo PVAT que possuem papel dual na vasculatura 

se encontra o peróxido de hidrogênio (H2O2), que é conhecido como um fator 

vasoconstritor e vasodilatador por diferentes mecanismos. O H2O2 tem propriedades 

permeáveis à membrana e difunde-se livremente para as CMLV, onde estimula a 

guanilato ciclase (GC), que desempenha o papel de receptor do NO e induz a 

vasodilatação via mobilização de monofosfato cíclico de guanosina (cGMP) 74. Por outro 

lado, uma alta concentração de H2O2 estimula a cicloxigenase (COX) e aumenta a 

concentração de Ca2
+ intracelular podendo ativar contração 75. 

Componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona estão presentes no 

PVAT aórtico e mesentérico, exceto a renina 76. A angiotensina 1-7 induz vasodilatação 

por mecanismos dependentes do endotélio, após a ativação dos receptores MAS, 

localizados no endotélio, a síntese do NO é aumentada 77. Por outro lado, a ANG II, induz 

vasoconstrição. Existem diferenças regionais na síntese de ANG II pelo PVAT, sendo 

maior no tecido adiposo mesentérico do que no tecido adiposo periaórtico 63. 

Outro grupo de fatores derivados do PVAT são os produzidos pela COX, como 

tromboxano A2 (TXA2), alguns tipos de prostaglandinas (D2, E2, F2a, H2 e I) e a 

prostaciclina 78,79. Ambas as isoformas COX-1 e COX-2 estão presentes no PVAT 78. 

Os fatores derivados da COX também têm efeito dual no tônus vascular. Em 

condições de homeostase, a serotonina estimula a produção de TXA2, que se caracteriza 
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por propriedades pró-contráteis e pró-inflamatórias 80. A prostaciclina é conhecida 

como um vasodilatador, que reage adicionalmente com os seus receptores na 

vasculatura e desempenha um papel significativo na proteção contra a disfunção 

endotelial 81,82. 

O PVAT também é conhecido por liberar a NOR, que é o principal 

neurotransmissor do sistema nervoso simpático (SNS). A NOR induz vasoconstrição dos 

vasos pela ativação dos RAαs (receptores adrenergicos tipo alfa)  localizados nas CMLV 

83. A NOR é liberada pelas terminações dos nervos simpáticos, que se espalham pelo 

tecido adiposo. É relatado que a NOR é adicionalmente sintetizada pelo PVAT 

independentemente da ativação do SNS 84,85. 

Sabe-se que a NOR pode ser armazenada no PVAT, e que a estimulação de 

tiramina induz um aumento da liberação de catecolaminas do PVAT 85. Além disso, a 

NOR pode estimular a síntese de H2O2 pelo PVAT, que tem efeito hipocontrátil 86. Bussey 

C. e colaboradores demonstraram que no PVAT de artérias mesentéricas de ratos, a 

estimulação do RAβ3 pela NOR leva à ativação da adenilato ciclase (AC) com aumento 

do monofosfato cíclio de adenosina (cAMP) e a liberação do NO, indicando um 

importante papel do RAβ3 na função hipocontrátil do PVAT quanto estimulado pela NOR 

73. 

1.5 Os vasos sanguíneos como destinatários de desordens do tecido adiposo. 

As alterações funcionais e estruturais do tecido adiposo (sem pormenorizá-lo), 

podem ser associadas com maior volume sanguíneo, aumento do débito cardíaco e 

redução da resistência vascular sistêmica 87. 

Sabe-se que a gordura pericárdica pode influenciar no risco de doença 

cardiovascular aterosclerótica e insuficiência cardíaca (IC) 88,89. Anormalidades na 

microvasculatura coronariana, um regulador chave do fluxo sanguíneo coronariano na 

isquemia miocárdica, pode ser verificado em indivíduos com obesidade 90,91. Estudos 

prospectivos, indicam que a perda de peso por cirurgia bariátrica tem sido associada à 

melhorias na função microvascular coronariana 92. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bussey%20CE%5BAuthor%5D
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Segmentos de aorta de ratos SHR (ratos espontaneamente hipertensos) pré-

hipertensos apresentam redução do efeito hipocontrátil do PVAT precedendo o 

estabelecimento da hipertensão 93,94. 

Em modelos experimentais de aterosclerose, uma mudança no conteúdo e 

expressão de proteínas e genes no PVAT associadas ao dano oxidativo e à inflamação 

pode ser observada. Esse perfil inflamatório local inclui aumento da proteína 

quimioatrativa de monócitos 1 (MCP-1), da IL-6 e da proteína 2 semelhante à 

angiopoietina, estimulando a migração de células imunológicas e acelerando a 

hiperplasia da neoíntima 95–98. 

Em situações de sepse, a disfunção do PVAT foi sugerida. O sistema vascular 

durante a sepse diminui a resposta aos vasoconstritores e a consequência pode ser uma 

hipotensão profunda no indivíduo 99. No entanto, em animais com sepse, o efeito 

hipocontrátil do PVAT é aumentado. Segmentos de aorta com PVAT preservado 

mostraram diminuição na resposta à NOR, fenilefrina e serotonina, nessa condição 99,100. 

Esses dados evidenciam que o mesmo efeito hipocontrátil do PVAT pode se tornar 

prejudicial em determinadas situações, evidenciando que a contribuição do PVAT para 

a função vascular pode ser ainda mais complexa. 

1.6 Desordens do PVAT durante a obesidade e implicações vasculares. 

As primeiras evidências do prejuízo da ação vascular do PVAT associado ao 

aumento de adiposidade, foram descritas no ano de 2005, em estudos experimentais 

101. A exposição pré-natal à nicotina aumentou a adiposidade e causou uma alteração 

na função hipocontrátil do PVAT em ratos machos 101. 

Camundongos com obesidade induzida por dieta hipercalórica, perdem o efeito 

hipocontrátil do PVAT e isso se correlaciona com o aumento da pressão arterial 102,103. A 

perda do efeito hipocontrátil do PVAT também pode ser verificado em animais com 

obesidade espontânea e no modelo ob/ob 104–106. 

A obesidade induzida por dieta de “cafeteria”, em ratos, aumenta a produção 

de H2S pelo PVAT à curto prazo (1 mês de dieta) e isso está associado ao aumento do 

efeito hipocontrátil do PVAT, enquanto a longo prazo (3 meses de dieta) observa-se a 

redução da produção de H2S e de seus efeitos hipocontráteis 107. Em pessoas com 
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excesso de peso e em pacientes com diabetes tipo 2, os níveis plasmáticos de H2S são 

reduzidos 108. 

Pacientes obesos apresentam diminuição da concentração de adiponectina na 

gordura subglútea em comparação com indivíduos eutróficos 109. Níveis reduzidos de 

adiponectina são encontrados no PVAT 110 e no plasma de indivíduos obesos 111 e em 

amostras de PVAT de animais com diferentes  tipos de obesidade, incluindo os 

camundongos ob/ob 104, os camundongos db/db 112 e os camundongos com obesidade 

induzida por dieta 113,114. 

Na obesidade, a produção de leptina está aumentada no PVAT e no tecido 

adiposo visceral 115. Embora a leptina tenha um efeito hipocontrátil ao induzir a síntese 

do NO, a exposição prolongada do endotélio à leptina induz o resultado inverso ao 

diminuir a biodisponibilidade do NO 116–118. 

Em coelhos hipercolesterolêmicos, as artérias coronárias epicárdicas 

circundadas por PVAT desenvolvem aterosclerose, enquanto os segmentos 

intramiocárdicos (que não possuem PVAT) dessas mesmas artérias permanecem 

inalterados 119. 

Uma característica comum entre hipertensos obesos e hipertensos magros é o 

perfil inflamatório no tecido adiposo 120,121. O PVAT contém uma rica população de 

células imunológicas inatas e adaptativas que se alteram na obesidade 122. 

Os macrófagos representam uma grande proporção da população de células 

imunológicas no PVAT. Na obesidade, os macrófagos são a principal fonte do TNFα 

(Fator de necrose tumoral alfa) e IL-6 123. Os eosinófilos que estão presentes em grande 

número no PVAT saudável podem estar reduzidos na obesidade 124. 

O número de neutrófilos 125 e de células T e B 126–128 pode se elevar no PVAT 

durante a obesidade, contribuindo para o perfil pró-inflamatório. 

Em pequenas artérias de pacientes obesos a liberação basal do NO está 

reduzida em comparação com indivíduos não obesos. Essa redução na produção basal 

do NO induzida pela obesidade é evidente em artérias contendo PVAT, mas não em 

artérias desprovidas de PVAT 129, apoiando o conceito de que uma produção reduzida 
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do NO pelo PVAT está envolvida na perda do efeito hipocontrátil do PVAT durante a 

obesidade. 

Embora uma superprodução adaptativa do NO a partir do PVAT mesentérico 

tenha sido observada na fase inicial da obesidade induzida por dieta em camundongos 

C57BL6J 130, um tempo mais longo em dieta hiperlipídica diminui a produção do NO 

131,132. 

A inibição farmacológica da síntese do NO, aumenta a contração induzida por 

NOR nas artérias mesentéricas com PVAT e sem endotélio de ratos saudáveis. No 

entanto, esse efeito da inibição da síntese do NO é perdido em segmentos com PVAT de 

animais obesos induzidos por dieta 131,133. Indicando que a obesidade reduz a produção 

de NO pelo PVAT a um nível que não é funcionalmente relevante. 

Vários mecanismos moleculares podem ser responsáveis pela redução da 

síntese do NO pelo PVAT na obesidade, uma expressão reduzida da eNOS foi relatada 

no PVAT mesentérico de ratos 133 e de camundongos 134 obesos induzidos por dieta. 

Há evidências de que, no PVAT da aorta torácica de camundongos obesos 

induzidos por dieta, a função da eNOS está prejudicada, por desacoplamento, bem 

como, redução da sua fosforilação no resíduo de serina1177 132. A redução do NO 

proveniente do PVAT também pode ser parcialmente atribuída a uma deficiência da 

síntese de adiponectina no PVAT, que normalmente estimula a atividade da eNOS nos 

adipócitos adjacentes 135. 

Alguns estudos são realizados a fim de se avaliar o papel do PVAT na regulação 

da função vascular em humanos, aqui estão descritos estudos que utilizaram pequenas 

artérias de amostras de biópsia de gordura glútea/visceral ou materiais de enxerto de 

bypass coronário: o efeito hipocontrátil do PVAT humano foi demonstrado para a artéria 

mamária interna 136–138, a veia safena 139–141 e para pequenas artérias 142–144. Em 

pequenas artérias humanas retiradas de biópsias de gordura subcutânea de glúteos, o 

efeito hipocontrátil do PVAT é completamente perdido em pacientes obesos 145,146. 

Durante a obesidade, o PVAT sofre hipóxia, estresse oxidativo e inflamação, 

levando à regulação positiva de citocinas pró-inflamatórias 146, produção aumentada de 

espécies reativas do oxigênio (ROS; espécies reativas de oxigênio) e regulação negativa 
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de enzimas antioxidantes 147. Pode haver redução da liberação de adipocinas 

vasodilatadoras 148, bem como,  a diminuição da produção de NO a partir do PVAT 149. 

A incubação in vitro de artérias de indivíduos obesos com superóxido dismutase 

e catalase restaura os efeitos anticontráteis do PVAT 109,145. Além disso, a disponibilidade 

reduzida do NO e o aumento da sinalização de ET-1 que são encontrados nas artérias de 

pacientes obesos, podem ser revertidos pela remoção do PVAT 142. 

1.7 Abordagens para melhorar a função do PVAT. 

1.7.1 Perda de peso. 

A perda de peso sustentada induzida pela restrição calórica em ratos obesos 

leva a uma melhora na função do PVAT associada a uma reversão da hipertensão 

induzida pela obesidade, restauração do tamanho dos adipócitos, e restabelecimento 

da função da eNOS local 133. Em humanos, a cirurgia bariátrica restaura a atividade 

hipocontrátil do PVAT em indivíduos obesos 145. 

1.7.2 Exercício físico. 

O treinamento físico executado por nado forçado da 5ª à 10ª semana de dieta 

hiperlipídica em camundongos, foi associado à prevenção da disfunção, redução da 

inflamação e aumento do conteúdo do RAβ3 no PVAT de artérias mesentéricas desses 

animais 150. 

O treinamento físico executado por esteira concomitante a ingestão de dieta 

hiperlipídica em ratos, foi associado a prevenção da disfunção e aumento da 

concentração de H2S no PVAT 151. 

1.7.3 Abordagem farmacológica. 

Em  modelo de rato com obesidade e síndrome metabólica, o tratamento com 

a rosiglitazona  [agonista do PPARγ (receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

gama)]aumenta a sensibilidade à insulina, reduz a concentração de insulina em jejum e 

a concentração de triglicerídeos, aumenta a concentração do H2S no PVAT e melhora o 

efeito hipocontrátil do PVAT em segmentos aórticos 152. 

A administração de atorvastatina lipofílica em animais saudáveis aumenta a 

concentração de H2S no PVAT 153. Uma meta-análise demonstrou um aumento 

significativo nos níveis plasmáticos de adiponectina após a terapia com estatina em 
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indivíduos obesos 154. A administração de agonistas do receptor canabinóide CB1 em 

animais saudáveis, são eficazes em aumentar a concentração de H2S no PVAT inibindo 

sua oxidação mitocondrial 152.  

A atorvastatina e os agonistas do receptor canabinóide CB1, ainda não foram 

testados para estudo de seus efeitos sobre o PVAT durante obesidade. 

Antagonistas de citocinas também representam abordagens possíveis. A 

incubação ex vivo com o anticorpo anti-TNFα (infliximab) melhorou a função do PVAT e 

a produção do NO pelo PVAT em pequenas artérias isoladas de pacientes obesos 142. 

O tratamento com melatonina por 8 semanas melhora a função hipocontrátil 

do PVAT em camundongos ob/ob 155. A melatonina reduz a expressão de ET-1, IL-6 e 

metaloproteinases de matriz (MMP) 2 e 9 na aorta, diminui os níveis do TNFα na gordura 

visceral e aumenta o conteúdo de adiponectina e de seu receptor no PVAT 155. 

O tratamento in vitro do PVAT da aorta torácica de rato com ativadores da 

AMPK como o salicilato, metformina, resveratrol ou diosgenina regula negativamente a 

expressão de fatores pró-inflamatórios (TNFα, IL-6 e MCP-1) e aumenta as moléculas 

anti-inflamatórias (adiponectina e PPARγ) no PVAT 156,157. Isso está associado a uma 

melhora na fosforilação da eNOS e na função hiponcontrátil do PVAT 156,157. 

A perda do efeito hipocontrátil do PVAT observada durante a hipóxia pode ser 

evitada pela incubação com o captopril [inibidor da ECA (enzima conversora de 

angiotensina)], com o termisartan [antagonista do receptor AT1 (receptor de ANG II tipo 

I)] 158, ou com  a eplerenona (antagonista do receptor de aldosterona) 159. 

1.8 O RAβ3 como alvo farmacológico. 

Logo após a subdivisão dos RAβs nos subtipos 1 e 2, ficou claro que o perfil 

farmacológico de algumas respostas aparentemente mediadas por RAβs não 

representava nenhum desses dois subtipos 160. No entanto, a existência de um terceiro 

subtipo, não foi universalmente aceita até ele ser clonado pela primeira vez em 1989 

por Emorine L. e colaboradores 161. 

Desde então, a expressão do RAβ3 tem sido relatada em vários tecidos 

revelando, total ou parcialmente, novos detalhes sobre suas vias de sinalização e sobre 

a variedade de funções que ele medeia. Aspectos do RAβ3 foram descritos envolvendo 
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a melhora da função de contenção urinária 162, a redução da massa adiposa 163 e algum 

envolvimento em processos inflamatórios 164,165, abrindo caminho para aplicações 

terapêuticas potenciais. O agonista do RAβ3 mirabegron (MBG) é o primeiro dessa 

classe de compostos que foi aprovado para o tratamento da síndrome da bexiga 

hiperativa (SBH) e uma das poucas alternativas aos medicamentos anticolinérgicos 166. 

O gene que codifica o RAβ3 foi identificado em várias espécies, como rato 167, 

camundongo 168, bovinos, ovinos, caprinos 169 e cães 170. Em humanos, o gene está 

localizado no cromossomo 8 e compartilha uma identidade de 51% e 46% com 

sequências de aminoácidos do RAβ1 e do RAβ2, respectivamente. Isso é principalmente 

limitado aos domínios transmembranares e regiões das alças intracelulares, partes do 

receptor envolvido respectivamente na interação com o ligante e nas interações da 

proteína G 171,172. 

Os RAβ3s entre ratos e humanos são 81% idênticos, com maior homologia nos 

domínios transmembranares, e menor na cauda C-terminal e na terceira alça 

intracelular. Consistentemente, suas regiões C-terminais diferem em sequência e 

comprimento, variando de 6 (humano) a 12 (camundongo e rato) resíduos adicionais. O 

gene do RAβ3 também contém íntrons. O número de éxons e íntrons dos genes 

humanos e de roedores difere, o gene do RAβ3 humano é composto por dois éxons e 

um único íntron enquanto no camundongo, existem três éxons e dois íntrons 173. 

Apesar da presença de íntrons, nenhuma variante de splicing foi descrita para 

o gene do RAβ3 humano, enquanto duas foram caracterizadas em camundongos 174–176. 

O gene do RAβ3 codifica uma única cadeia peptídica longa de 408 resíduos de 

aminoácidos que, juntamente com RAβ1 e RAβ2, pertencem à família dos receptores 

acoplados à proteína G (GPCR) caracterizados por conterem sete domínios 

transmembranares, com três alças intracelulares e três extracelulares. A região N-

terminal do RAβ3 é extracelular e glicosilada, equando que a regição C-terminal é 

intracelular. Ao contrário do RAβ1 e do RAβ2, o RAβ3 não possui sítio para fosforilação 

pela proteína quinase A (PKA) e por quinases dos GPCRs, tornando-o menos suscetível 

à dessensibilização; Figura 2 172,177,178. 
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Figura 2. Estrutura do RAβ3 172,177,178. 

A menor suscetibilidade à dessensibilização do RAβ3, contribuiu para o tornar 

um alvo terapêutico potencialmente adequado para tratamentos crônicos. Do ponto de 

vista molecular, a dessensibilização do RAβ3 pode não ser mediada por 

internalização/degradação do receptor, como para o RAβ1 179, mas sim por 

downregulation de componentes a jusante da via de sinalização 180 ou mesmo regulação 

do seu mRNA (ácido ribonucleico mensageiro) 177. No entanto, deve-se ter cautela ao 

avaliar os dados presentes na literatura científica, em relação a sua dessensibilização, 

pois, os resultados não foram sempre consistentes 177. 

Os domínios transmembranares 3, 4, 5 e 6 são essenciais para ligação do 

ligante, enquanto o 2 e o 7 estão envolvidos na ativação da proteína Gs (G 

estimulatória). 

Os critérios utilizados para definir uma resposta farmacológica característica do 

RAβ3 foram definidos em vários estudos 181–186 e olhando pela lente do ligante, o MBG, 

vibegron, solabegron e ritobegron são agonistas seletivos com alta afinidade e potência, 

enquanto, o CGP12177A, bucindolol e pindolol possuem atividade agonista parcial 181–

186.  

Estruturalmente, a maioria dos ligantes do RAβ3 compartilham uma estrutura 

molecular fundamental similar, com três domínios, sendo duas extremidades 

conectadas. Uma das extremidades é formada por uma estrutura de ariletanolamina ou 

ariloxipropanolamina 187, o ligante intermediário tem várias estruturas, incluindo 
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porções aromáticas e alifáticas, já a extremidade oposta normalmente contém 

funcionalidades polares e/ou ionizáveis 188. Um grande número de ligantes já foi testado, 

mas a atribuição a cada parte dos três domínios principais permanece controversa 189,190. 

Os agonistas do RAβ3 dividem-se em duas classes, dependendo da época de 

sua descoberta 189: os de primeira geração, compostos como o BRL37344 e o CL316243, 

que foram desenvolvidos na década de 1990; e os de segunda geração que foram 

construídos ou melhorados a partir dos de primeira geração. A tabela 1 contém uma 

breve demonstração dos agonistas utilizados em estudos clínicos. 

Desde sua descoberta no final da década de 1980, o RAβ3 foi detectado em 

vários tecidos humanos, como miocárdio, retina, miométrio, tecido adiposo, vesícula 

biliar, cérebro, bexiga urinária e vasos sanguíneos. Sua expressão foi registrada tanto a 

nível do mRNA, quanto de proteína, e sua ativação envolve uma variedade de vias 

celulares 191. Os principais tecidos que expressam o RAβ3, bem como suas vias de 

sinalização associadas e possíveis implicações clínicas em humanos estão resumidos na 

tabela 2. 

As abordagens terapêuticas descritas na tabela 2 são apenas algumas das 

maneiras pelas quais o RAβ3 já foi pensado. Mas, ainda estão em desenvolvimento e 

precisam ser explorados. Por exemplo, o mRNA bem como a proteína do RAβ3 foram 

relatados no sistema reprodutor feminino (ovários, placenta, e trompas de Falópio) em 

uma análise quantitativa abrangente do transcriptoma humano 192. Estudos 

mecanísticos podem trazer mais informações sobre a funcionalidade do RAβ3 em 

tecidos que ainda não  foram investigados. 
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Tabela 1. Agonistas do RAβ3 testados em estudos clínicos. 

Composto Fabricante Indicação Situação Referência 

Mirabegron 
(YM178) 

Astellas Pharma 
Síndrome da 

bexiga 
hiperativa 

Aprovado pelo 
FDA 

193 

Amibegron 
(SR58611A) 

Sanofi 
Antidepressivo 

/ ansiolítico 
Fase II e III 

(descontinuado)* 

 
194,195 

Clinicaltrials.gov 
NCT00252330 

Solabegron 
(GW427353) 

GlaxoSmithKline 
Síndrome da 

bexiga 
hiperativa 

Fase II 
(em andamento) 

196,197 
Clinicaltrials.gov 
NCT03475706 

Ritobegron 
(KUC-7483) 

Kissei Pharmaceuticals 
Co.Ltd. 

Síndrome da 
bexiga 

hiperativa 

Fase III 
(descontinuado)* 

196–199 
Clinicaltrials.gov 
NCT01003405 

Vibegron 

Kyorin Pharmaceutical 
Co.,Ltd. / Kissei 

Pharmaceutical Co., 
Ltd. 

Síndrome da 
bexiga 

hiperativa 

Aprovado 
(Japão) 

 
200,201 

*Ausência de eficácia 
 

Tabela 2.  Tecidos que expressam o RAβ3, vias de sinalização e potencial terapêutico. 

Região anatômica Função Mediadores 
Potencial 

terapêutico 

Sistema urinário 
Bexiga Relaxamento Gs (cAMP/PKA) 

Tratamento para 
síndrome da 

bexiga hiperativa 

Rim Reabsorção de água Gs (cAMP/PKA) - 

Sistema nervoso 
central 

Cérebro 
Aumento de triptofano 

e 5-HT 
- Antidepressivos 

Retina 
Crescimento e 

migração da célula 
endotelial 

MAPK, 
MMP2/9 e PKG 

- 

Tecido adiposo Lipólise e termogênese 
Gs (cAMP/PKA) 

e Gi (NO) 

Tratamento para 
obesidade ou 

diabetes 

Miocárdio 
Redução/aumento da 

contratilidade cardíaca 
Gi (NO)/Gs 

(cAMP/PKA) 
Tratamento para 

IC 

Miométrio Relaxamento cAMP 
Tratamento para 
trabalho de parto 

prematuro 

 

1.9 Aspectos farmacológicos do MBG.  

O MBG possui a nomenclatura química de 2-(2-Amino-1,3-thiazol-4-yl)-N-[4-(2-

{[(2R)-2-hydroxy-2-phenylethyl]amino}ethyl)phenyl]acetamide, fórmula molecular de 

C21H24N4O2S e peso molecular de 396,51 g/Mol 202. 
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O MBG recebeu aprovação pela FDA (Agência Federal do Departamento de 

Saúde e Serviços Humanos dos EUA) para sua comercialização em abril de 2012. A 

fabricante Astellas Pharma US, Inc. o trouxe ao mercado com a indicação clínica para 

tratamento da SBH. A máxima dose indicada para humanos é de 50 mg/dia, sendo de 

25mg/dia para pacientes com insuficiência renal ou disfunção hepática severa 202. 

Avanços na compreensão da fisiopatologia da bexiga hiperativa identificaram 

os três subtipos de RAβ (1, 2 e 3) no músculo detrusor da bexiga e urotélio 203,204. Na 

bexiga humana, 97% do mRNA total correspondem ao do RAβ3, e ele é considerado o 

principal subtipo mediador do relaxamento do músculo liso detrusor durante a fase de 

armazenamento 205,206. 

O MBG é um agonista seletivo do RAβ3. Ao estimular os RAβ3s na bexiga, o 

MBG induz o relaxamento e, portanto, aumento do armazenamento de urina, redução 

da contração e, consequentemente, menos micções indesejadas 207. 

Em humanos, o MBG oral é prontamente absorvido, com concentrações 

plasmáticas máximas alcançadas no intervalo de 3 a 5 horas após a administração única 

ou múltipla de uma dose de 50 mg 208–211. Quando administrado uma vez ao dia, as 

concentrações plasmáticas do MBG atingem estado de equilíbrio em 7 dias e há acúmulo 

de duas a três vezes de sua concentração 208,209,211. A absorção do MBG é reduzida 

quando o fármaco é ingerido após refeições 208,212. 

O MBG realiza ligação às proteínas plasmáticas no intervalo de 71% a 77% e é 

metabolizado por vias como, a hidrólise de amida, glucuronidação, N-desalquilação e 

oxidação 213 e enzimas tais como, butirilcolinesterase, UDP-glucuronosiltransferases 214, 

e possivelmente álcool desidrogenase 215. 

O MBG é eliminado prevalentemente na urina (≅55%), mas, também nas fezes 

(≅34%), e  parte dele pode ser reabsorvida 213. O MBG tem uma meia-vida de eliminação 

de aproximadamente 50 horas, uma depuração corporal total no plasma de 

aproximadamente 57 L/h e uma depuração renal de aproximadamente 13 L/h, essa 

última ocorrendo via secreção tubular ativa (predominantemente) e filtração 

glomerular 213. 
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Em cinco estudos de curto prazo, o MBG melhorou a frequência de micção e a 

incontinência em geral em adultos com SBH. Após 12 semanas de tratamento, o número 

diário de episódios de micção (desfecho primário em todos os estudos) foi 

significativamente reduzido com MBG em relação ao placebo 216–220, assim como o 

número diário de episódios de incontinência na maioria dos estudos 216,217,219,220.  

1.10 Segurança cardiovascular do MBG e em condições de obesidade. 

Muitos pacientes com SBH têm múltiplas comorbidades, como hipertensão, 

diabetes e IC 221–223. Nesse contexto, a segurança cardiovascular da farmacoterapia para 

SBH é importante. 

Apesar de 97% do mRNA total dos RAβs corresponderem ao RAβ3 , na bexiga 

humana 205,206, todos os três subtipos dos RAβs são expressos no sistema cardiovascular, 

despertando a atenção sobre os efeitos cardiovasculares dos agonistas dos RAβs 224. 

Os efeitos mediados pelo RAβ1 aumentam a frequência cardíaca e a força de 

contração; agonistas com atividade e seletividade relativamente limitada ao RAβ3 

desencadeia efeitos inotrópicos positivos no tecido atrial humano e efeitos inotrópicos 

negativos no tecido ventricular 224. Além disso, os RAβ2s estão localizados no músculo 

liso vascular, mediando a vasodilatação 225. 

O MBG in vitro, possui afinidade  substancialmente maior (150 e 33 vezes) para 

RAβ3 do que para o RAβ1  e o RAβ2 , respectivamente 226. 

Na população de pacientes com SBH que recebeu o MBG por 12 semanas, na 

dose diária de 50 mg, houve pequenos aumentos na pressão arterial e taxa de pulso, 

versus o placebo, aproximadamente 1 mmHg e 1 bpm, respectivamente, que foram 

reversíveis com a descontinuação do tratamento. Não houve aumento nas taxas de 

hipertensão associados ao tratamento, versus placebo 227, e uma baixa proporção (<5%) 

de pacientes apresentou evento adverso de taquicardia. Resultados semelhantes foram 

observados com MBG na dose de 25 mg 227. No que diz respeito a segurança do uso do 

MBG em condições de obesidade ou síndrome metabólica, Finlin B. e colaboradores 

realizaram estudos que investigam parâmetros metabólicos e cardiovasculares em 

indivíduos obesos (IMC >27) e com diabetes, que receberam MBG por 12 semanas na 

dose diária de 50 mg 228.Este estudo demonstra a segurança do MBG em pacientes com 
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obesidade associada ao diabetes, apresentando inclusive, melhora de parâmetros 

relacionados a termogênese e metabolismo da glicose, bem como uma diversidade de 

resultados no que se diz respeito a parâmetros metabólicos 228. 

Estudos rigorosos demonstraram que o uso do MBG é seguro em relação ao 

funcionamento cardiovascular 229 e em condições de obesidade 228, desde que seja feito 

um acompanhamento terapêutico. Essas informações aumentam a gama de interesses 

do uso desse agonista seletivo do RAβ3 em condições que diferem da sua indicação 

clínica primária,  tornando-o uma ferramenta para reposicionamento em condições de 

interesse, com atenção ao risco e benefício. 

Nesse sentido, o MBG despertou interesse aos estudos que visam encontrar 

alternativas terapêuticas em outras condições clínicas. Existem alguns estudos clínicos 

sendo realizados com o MBG para condições como hipertensão pulmonar, IC, e 

disfunção erétil associada à hiperplasia prostática, como pode ser conferido na tabela 3. 

Tabela 3. Mirabegron em estudos clínicos. 

Composto  Responsável Indicação Situação Referência 

Mirabegron 
 Fundación Centro Nacional de 

Investigaciones 
Cardiovasculares Carlos III 

Hipertensão 
pulmonar e IC 

Fase II 230 

Mirabegron 
 Henning 

Bundgaard, Rigshospitalet, 
Denmark 

IC Fase III 
 

231 

Mirabegron 
 

Jean-Luc Balligand, Université 
Catholique de Louvain 

Hipertrofia 
ventricular 
esquerda 

Fase II 232 

Mirabegron 
 

Mansoura University 
Disfunção erétil 

associada à DTUI 
Fase II 233 

Mirabegron 
 

Johns Hopkins University 
Disfunção erétil 
associada à SBH 

Fase II 234 

Mirabegron/ 
Tamusolin 

 
Anil Kapoor, St. Joseph's 

Healthcare Hamilton 

SBH associada à 
hiperplasia 
prostática 
benigna 

Fase IV 235 

 

1.11 Justificativa. 

O IMC elevado é um fator de risco para a saúde, e está relacionado a diminuição 

do tempo de vida vivido com saúde, tanto em mulheres como em homens, considerando 

todas as faixas etárias 1. 
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Alterações funcionais e estruturais do tecido adiposo, podem ser associadas 

com maior volume sanguíneo, aumento do débito cardíaco e redução da resistência 

vascular sistêmica 87. Configurando uma importante influência do tecido adiposo na 

homeostase cardiovascular. Em condições de obesidade, portanto, o risco 

cardiovascular é proeminente 11,12. 

O PVAT que está localizado ao redor da artéria aorta, das artérias coronárias, 

dos vasos de resistência e da vasculatura do sistema musculoesquelético 53–55, exerce 

um efeito hipocontrátil na vasculatura adjacente, em condições de saúde 59. O RAβ3 

exerce importante contribuição para a função hipocontrátil do PVAT quanto estimulado 

pela NOR 73.  

Durante a obesidade em humanos 109,145 e em camundongos 104–106 o PVAT 

perde seu efeito hipocontrátil. A disfunção cardiovascular presente em condições de 

obesidade não é rastreável a nível de origem, pois, o indivíduo obeso geralmente 

apresenta mais de um fator disfuncional em seu organismo, principalmente na função 

metabólica 108.  

Algumas abordagens são sugeridas para melhora do efeito hipocontrátil do 

PVAT em condições que ele se encontra disfuncional. A abordagem farmacológica é um 

exemplo 152. No entanto, ainda não há uma terapia eficaz, para prevenção da disfunção 

ou restabelecimento da função do PVAT em condições de obesidade. 

O MBG demonstrou ser um medicamento seguro quando se refere a função 

cardiovascular 152 e condições de obesidade 228. Esses estudos fornecem subsídios para 

o seu estudo em condições que seu mecanismo de ação pode contribuir para uma 

melhora da condição de saúde. 

1.12 Hipótese. 

O tratamento com MBG contribui para a manutenção do efeito hipocontrátil 

do PVAT aórtico torácico durante a obesidade, via aumento da síntese da eNOS. 
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2. OBJETIVO 
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2.1 Objetivo geral. 

Determinar se o tratamento com MBG contribui para a manutenção do efeito 

hipocontrátil do PVAT aórtico torácico durante a obesidade experimental, via aumento 

da síntese da eNOS. 

2.2 Objetivos específicos. 

2.2.1 Determinar se a obesidade induz prejuízo do efeito hipocontrátil do PVAT. 

Camundongos controles e obesos foram utilizados para: 

a) determinação da resposta contrátil de secções arteriais aórticas à NOR; 

b) determinação do conteúdo proteico da eNOS no PVAT. 

2.2.2 Determinar se o tratamento com MBG modula a via do NO no PVAT. 

Camundongos controles e obesos, tratados com MBG ou VEI foram submetidos ao 

protocolo a do item 2.2.1 e: 

b) avaliação da resposta contrátil de secções arteriais aórticas à NOR, na 

presença do inibidor não seletivo das sintases do óxido nítrico: o L-NAME; 

c) determinação do conteúdo proteico da eNOS no PVAT. 

2.2.3 Determinar se o tratamento com MBG contribui para a manutenção do efeito 

hipocontrátil do PVAT e se o RAβ3 participa nesse contexto. Camundongos controles 

e obesos tratados com MBG ou veículo foram submetidos ao protocolo a do item 2.2.1 

e: 

b) avaliação da resposta contrátil de secções arteriais aórticas à NOR, na 

presença do antagonista do RAβ3: o SR5923OA.  

c) determinação do conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Animais utilizados no estudo. 

Camundongos da linhagem C57Bl6 machos, foram adquiridos do Biotério 

Central da Universidade de São Paulo Campus de Ribeirão Preto com 35 dias de vida. Os 

camundongos foram alojados em grupos de 5 animais em mini-isoladores com 

dimensões de 207 mm de altura, 215 mm de largura, 316 mm de comprimento e 451 

cm2 de área de piso e forrados com maravalha. 

Os mini-isoladores foram acondicionados em rack com sistema de ventilação 

intracaixa, com troca de ar por insuflação e exaustão. O monitoramento dos 

camundongos e a limpeza em 2 dias por semana dos mini-isoladores, foram realizados 

no espaço de manutenção para camundongos do departamento de farmacologia da 

FMRP USP. O espaço provê de ciclo claro e escuro com intervalo de 12 horas e 

temperatura de aproximadamente 24°C. 

A dieta oferecida aos camundongos foi composta de água potável filtrada e 

ração padrão (3,4 kcal/g) ou ração hipercalórica (9,6 kcal/g, PragSoluções, Brasil) 

disponíveis ad libitum. Todo o protocolo experimental deste estudo foi realizado 

seguindo as normas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal) e previamente aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. A aprovação ocorreu em 27 de maio de 2020 

sob número de inscrição 82/2020. 

3.2 Dieta dos camundongos e administração do MBG. 

Os camundongos com 35 dias de vida receberam dieta padrão por 7 dias para 

aclimatação no espaço de manutenção. A partir do oitavo dia de estadia no biotério, 

uma parte dos animais recebeu dieta hipercalórica (DH; Quadro 1), doravante grupo 

obeso (OB) enquanto a outra parte dos animais continuou com o consumo da dieta 

padrão (DP), denominado grupo controle (CT). O protocolo para indução da obesidade 

durou 18 semanas, a contar da 6ª semana de vida dos camundongos. 

Aproximadamente 20% dos animais expostos a dieta hipercalórica não 

adquirem características de obesidade. Foi determinada a massa corporal mínima de 38 

gramas aferida no início da 14ª semana de dieta para serem utilizados no estudo, pois, 

a partir dessa massa corporal, os animais apresentavam índice de Lee > 0,35, 
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caracterizando a obesidade. A administração de 10 mg/kg 236 de MBG [MYRBETRIQTM 

(diluído em água potável filtrada)] ou veículo [VEI; água potável filtrada (mesmo 

volume)] ao dia foi realizada via gavage do início da 14ª semana de dieta até o fim da 

18ª semana de dieta, totalizando 30 dias de tratamento.  

Quadro 1. Componentes da ração hipercalórica (9,6 kcal/g). 

Componente Quantidade (%) 

Amido de milho 0,00 

Caseína 20,85 

L-cistina 0,39 

Amido dextrinizado 5,15 

Sacarose 7,90 

Óleo de soja 3,23 

Banha 50,66 

Celulose microcristalina 5,46 

Mix mineral PSB100026 1,29 

Mix mineral AIN 93 M 0,00 

Fosfato de cálcio dibase 1,68 

Carbonato de cálcio 0,71 

Citrato de potássio 1,13 

Mix vitamina AIN 93 1,29 

Bitartarato de colina 0,26 

 
A ração foi obtida da empresa PragSoluções Biociências. Domeneghetti e Corrêa LTDA. Jaú - SP. A ração 
foi armazenada em freezer à - 20°C. No momento da oferta aos animais, a ração permanecia fora do 
freezer, para adquirir temperatura ambiente, para então, ser adicionada à gaiola. 
 

3.3 Determinação da massa corporal dos camundongos e da quantidade de ração 

consumida. 

A massa corporal individual e a quantidade de ração consumida em cada mini-

isolador foram avaliadas no sétimo dia de cada semana da dieta pela utilização de uma 

balança eletrônica semianalítica. A ingestão calórica para cada mini-isolador foi inferida 

pela equação: 𝑟𝑎çã𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎 (𝑔) 𝑥 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑒𝑛𝑒𝑟𝑔é𝑡𝑖𝑐𝑜 (𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑔). 

3.4 Eutanásia, obtenção de sangue e de tecidos dos camundongos. 

Ao final da 18ª semana de dieta os camundongos foram eutanasiados pelo 

método de sobredosagem de anestésico utilizando-se da mistura de cloridato de 

cetamina e xilazina (270/30 mg/kg) por via intraperitoneal. Após a confirmação da 

eutanásia, os animais foram submetidos à abertura da cavidade torácica. Quando o 

objetivo foi a remoção de sangue, com auxílio de uma seringa (1 ml) e agulha (21 G) 

puncionou-se o coração. Quando o objetivo foi a remoção da artéria aorta torácica, o 
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coração e os lóbulos pulmonares foram removidos para melhor visualização da artéria, 

seguida de sua remoção. Em determinados casos, foram identificados e removidos o 

TAM interescapular e os tecidos adiposos brancos retroperitoneal, epididimal e inguinal. 

3.5 Determinação do índice de Lee e do peso de tecidos adiposos dos camundongos. 

A determinação do índice Lee foi feita ao final da 18ª semana de dieta dos 

camundongos pela equação: 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔) 𝑥 0,33

𝑐𝑜𝑚𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑛𝑎𝑠𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙 (𝑐𝑚)
. Os tecidos adiposos foram 

removidos pelo mesmo pesquisador e foram pesados individualmente em balança 

analítica, os valores determinados são referentes ao peso úmido. 

3.6 Obtenção do soro. 

Após a punção cardíaca o sangue permaneceu por 30 minutos em temperatura 

ambiente e foi submetido à centrifugação por 5 minutos à 5000 rpm em temperatura 

ambiente, então, o soro foi coletado e armazenado à - 80°C. 

3.7 Determinação sérica da atividade das enzimas AST e ALT e da concentração de 

colesterol total, HDL e LDL. 

A determinação da atividade da AST (aspartato aminotransferase) e da ALT 

(alanina aminotransferase) foi realizada 1 semana após a coleta do soro por método 

cinético contínuo de 2 pontos em ultravioleta (37°C) padronizado pela IFCC (Federação 

Internacional de Química Clínica e Medicina laboratorial). A determinação da 

concentração de colesterol total e frações HDL (lipoproteína de alta densidade) e LDL 

(lipoproteína de baixa densidade) foi realizada 2 semanas após a coleta do soro por 

método enzimático colorimétrico. Para esses protocolos os camundongos foram 

submetidos à privação alimentar durante 6 horas (das 8:00 às 14:00 horas) antes da 

coleta do sangue. 

Essas determinações foram realizadas de acordo com o proposto em sistemas 

de detecção padronizados. Os sistemas utilizados se encontram no quadro 2. 
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Quadro 2. Sistemas de detecção para determinações de analitos em soro. 

Analito Sistema de detecção 

Atividade da AST AST/GOT Liquiform Labtest (Ref. 109) 

Atividade da ALT ALT/GPT Liquiform Labtest (Ref. 1008) 

Colesterol total Colesterol Liquiform Labtest (Ref. 76) 

Colesterol HDL HDL liquiform Labtest (Ref. 13) 

Colesterol LDL LDL liquiform Labtest (Ref. 111) 

 

3.8 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG). 

Ao final da 18ª semana de dieta, os camundongos foram submetidos à privação 

alimentar durante 6 horas (das 8:00 às 14:00 horas), a glicemia em gota de sangue 

extraída da cauda de cada animal foi verificada por glicosímetro portátil (Accu-Check 

Active, Roche Alemanha), caracterizando a glicemia no tempo zero. Em seguida, a 

glicose na dose de 2 g/kg foi administrada aos camundongos por gavage. Então foi 

determinada a glicemia nos tempos de 10, 20, 30, 40, 60, 90 e 120 minutos após a 

administração da glicose conforme indicado no método proposto pelo National Mouse 

Metabolic Phenotyping Center 237. 

3.9 Estudo da resposta contrátil de secções da artéria aorta torácica à NOR. 

A artéria aorta torácica com PVAT preservado foi removida de cada 

camundongo e acondicionada em solução de Krebs Henseleit modificada (Krebs) 

composta por: 130 mM de NaCl; 14,9 mM de NaHCO3; 4,7 mM de KCl; 1,18 mM de 

KH2PO4; 1,17 mM de MgSO4·7H2O; 5,5 mM de glicose; 1,56 mM de CaCl2·2H2O e 0,026 

mM de EDTA. 

A artéria aorta torácica isolada foi segmentada transversalmente com auxílio 

de uma tesoura de dissecção de 8 centímetros e uma pinça. Então, uma haste metálica 

foi inserida longitudinalmente no interior luminal do segmento impulsionando atrito 

contra a parede interna do segmento com o intuito de se remover o endotélio. A aorta 

de cada animal foi subdividida em 2 secções de 2 mm de comprimento, uma secção 

provida de PVAT (região mais próxima ao arco aórtico) e a outra desprovida de PVAT 

(região mais distante do arco aórtico). 

As secções aórticas foram montadas em 2 pinos paralelos (0,2 mm) da câmara 

de órgãos do sistema de miografia de 4 canais, previamente calibrados para 

reconhecimento da unidade de força em Milinewton [mN (Multi-Channel Myograph 
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System 620M. Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark)]. As secções permaneceram 

imersas em Krebs com temperatura de 37°C e continuamente aerada com mistura 

gasosa de O2 e CO2 (95% e 5%). Para se determinar a força inicial de zero, os 2 pinos 

foram ajustados com o máximo de proximidade um do outro sem causar registro de 

força. O protocolo foi dividido em 4 etapas: 

1ª. estabilização da força passiva basal de 5 mN nas secções; 

2ª. registro da resposta contrátil à adição da solução de Krebs KCl 90 mM, 

composta por: 44,7 mM de NaCl; 14,9 mM de NaHCO3; 90 mM de KCl; 1,18 mM 

de KH2PO4; 1,17 mM de MgSO4·7H2O; 5,5 mM de glicose; 1,56 mM de 

CaCl2·2H2O e 0,026 mM de EDTA. 

3ª. registro da resposta à 10 μM de acetilcolina em secções com platô de 

resposta contrátil à 100 nM de fenilefrina; 

4ª. registro da resposta à adição cumulativa (100 pM a 10 μM) de NOR (diluída 

em água com 0,1 mM de ácido ascórbico). 

A taxa porcentual do efeito relaxante promovido por acetilcolina foi 

determinada pela equação:  
∆ 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 à 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙𝑐𝑜𝑙𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑁) 

∆ 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 à 𝑓𝑒𝑛𝑖𝑙𝑒𝑓𝑟𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑁)
 𝑥 100. Determinou-se remoção 

de endotélio eficaz, quando esse porcentual esteve menor de 20%.  

Em algumas secções aórticas antes de se realizar a 4ª etapa as secções foram 

expostas durante 30 minutos ao L-NAME (Nω-nitro-L-arginina metil éster; 100 μM; 

inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase) ou ao SR5923OA (1 nM; 

antagonista seletivo do RAβ3; pA2 = 8,3) 238. 

3.10 Protocolo de western blot. 

3.10.1 Extração de proteínas totais do PVAT. 

Depois de isolado o PVAT permaneceu em freezer à - 80°C até a realização do 

protocolo. O PVAT foi colocado em placa de vidro sobre o gelo e com o auxílio de uma 

tesoura de dissecção de 8 centímetros e uma pinça foi feito a sua segmentação para 

melhor solubilização no tampão de extração. 

Para cada 50 mg de PVAT foi utilizado 200 μl do tampão de extração. O tampão 

de extração foi composto por 500 Mm de NaCl, 50 mM de Tris (pH 7,4), 1% de IGEPAL, 
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5% de glicerol e coquetel inibidor de proteases SIGMAFAST™ (adaptado do método 

proposto por Park M. e colaboradores, 2019) 239. 

Os tubos com PVAT imersos no tampão de extração foram mantidos no gelo 

por 2 horas e em intervalos de 15 minutos foram homogeneizados em vórtex por 5 

segundos. Os tubos foram então centrifugados à 5.000 rpm por 10 minutos em 

equipamento refrigerado à 4°C. O sobrenadante dos tubos foi então removido e 

transferido para um segundo tubo, evitando-se a pipetagem do precipitado ou da 

camada lipídica formada na superfície. Esse segundo tubo foi centrifugado à 5.000 rpm 

por 5 minutos à 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a quantificação proteica total.  

3.10.2 Extração de proteínas totais da artéria aorta torácica. 

Depois de isolado, todo o segmento aórtico da região torácica desprovido de 

PVAT permaneceu em freezer à -80°C até a realização do protocolo. O segmento aórtico 

ultracongelado foi pulverizado por compressão física para melhor solubilização no 

tampão de extração. 

Foi utilizado a proporção de 50 μl do tampão de extração para cada segmento 

aórtico individual. O tampão de extração foi composto por 150 mM de NaCl, 50 mM de 

Tris (pH 7,4), 1 % de IGEPAL, 0,5 % de desoxicolato de sódio 150 μM de PMSF e coquetel 

inibidor de proteases SIGMAFAST™. 

Os tubos foram mantidos no gelo por 3 horas e em intervalos de 15 minutos 

foram homogeneizados em vórtex por 5 segundos. Os tubos foram então centrifugados 

à 5.000 rpm por 10 minutos em equipamento refrigerado à 4°C. O sobrenadante dos 

tubos foi utilizado para a quantificação proteica total. 

3.10.3 Quantificação de proteínas totais  

Tanto para o sobrenadante do PVAT quanto para o da aorta o ensaio do ácido 

bicinconínico (BCA, Abcam, ab102536) foi utilizado para determinação da absorbância 

das amostras. Um espectrofotômetro configurado ao comprimento de onda de luz 

visível de 562 nm foi utilizado. Foi registrado a absorbância de uma curva analítica de 

0,5 a 30 μg de albumina sérica bovina para plotar a equação da reta reduzida [𝑦 = 𝑚𝑥 +

𝑛] onde, x e y são, respectivamente, a variável independente e a variável dependente; 

m é o coeficiente angular, e n é o coeficiente linear. 
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3.10.4 Eletroforese e transferência de proteínas. 

Após obter o volume com a quantidade de proteínas requeridas, 80 μg para o 

PVAT e 50 μg para a aorta, o tampão de amostra (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad 

1610737) acrescido de 20% β-mercaptoetanol foi adicionado em uma proporção de 

33,3% do volume da amostra proteica. As amostras foram aquecidas à 75°C por 10 

minutos e aplicadas na malha de poliacrilamida para eletroforese à temperatura 

ambiente. 

A transferência de proteínas foi realizada em um sistema de tanque úmido em 

geladeira, e membranas de nitrocelulose com poros de 0,45 μm foram utilizadas. Para o 

protocolo utilizou-se do sistema de western blot da Bio-Rad Laboratories. O protocolo 

foi ajustado de acordo com o alvo proteico como pode ser verificado no quadro 3. 

Quadro 3. Protocolo de western blot de acordo com alvo proteico. 

Alvo proteico eNOSf
ser1177/eNOSt  RAβ (1, 2 e 3) UCP1 GCα/GCβ 

Fonte proteica PVAT PVAT PVAT aorta 

Malha de 
poliacrilamida 

1,5 mm/6% 1,5 mm/10% 1,5 mm/10% 1,5 mm/10% 

Quantidade de 
proteína por coluna 

80 μg 80 μg 80 μg 50 μg 

Eletroforese 90 V/2 h 00 min 90 V/2 h 30 min 90 V/2 h 30 min 90 V/2 h 30 min 

Transferência 90 V/3 h 30 min 90 V/1 h 30 min 90 V/1 h 30 min 90 V/1 h 30 min 

Bloqueio de 
epítopos 

BSA 5%/2 h BSA 3%/2 h BSA 3%/2 h BSA 2%/2 h 

PMP SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder. Thermo Sci. 26634 

PMP (peso molecular padrão). 

O anticorpo primário foi adicionado à membrana que permaneceu em 

movimento de gangorra por aproximadamente 14 horas em geladeira. Posteriormente, 

o anticorpo secundário foi adicionado à membrana que permaneceu em movimento de 

gangorra durante 1 hora à temperatura ambiente. 

As membranas foram expostas à um substrato quimioluminescente (ECL plus - 

Amersham Biosciences do Brasil LTDA) e a aquisição das imagens se deu pelo sistema 

de captura ImageQuant™ LAS 4000, por meio de uma câmera com sensor conversor de 

sinal luminoso em carga elétrica, fornecendo os dados em pixels. Em necessidade de 

realizar o deblote, as membranas permaneceram em agitação suave por 20 minutos à 

37 °C, imersas na solução de deblote Restore™ Western Blot Stripping Buffer 

(ThermoFisher Scientific 21063) e em seguida foram lavadas e submetidas a um novo 
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bloqueio de epítopos. Para quantificação da eNOSf
ser1177 e da eNOSt, a mesma membrana foi 

utilizada, realizando o deblote entre uma quantificação e outra. Os anticorpos utilizados 

podem ser conferidos no quadro 4 

Quadro 4. Anticorpos utilizados na técnica de western blot. 

Alvo Anticorpo primário Anticorpo secundário 

eNOSf
ser1177 1:1000/Cell Sig. 95715 1:5000/Sigma Ald. R2004 

eNOSt 1:1000/Abcam 76198 1:3000/EMD Millipore 12-349 

 RAβ1  1:1000/Enzo ADI905784100 1:5000/Sigma Ald. R2004 

 RAβ2  1:1000/Enzo ADI905742100 1:5000/Sigma Ald. R2004 

 RAβ3  1:1000/Abcam 94506 1:5000/Sigma Ald. R2004 

UCP1 1:1000/Abcam 23841 1:5000/Sigma Ald. R2004 

GCα 1:1000/Abcam 50358 1:5000/Sigma Ald. R2004 

GCβ 1:1000/Sigma Ald.4501344 1:5000/Sigma Ald. R2004 

 

3.11 Determinação da concentração sérica de nitrito. 

A determinação da concentração sérica de nitrito foi feita após 48 horas da 

coleta do soro que permaneceu em freezer à -80°C. Foi utilizado um sistema de 

determinação de nitrito (Griess Reagent Kit for Nitrite Determination. ThermoFisher 

Scientific G-7921) por meio de procedimentos espectrofotométricos baseados na 

reação de Griess. 

Neste protocolo o nitrito reage com a sulfanilamida em meio ácido. O diazo 

composto formado reage com o cloridrato de N-(1-naftil)-di-hidrocloreto de 

etilenodiamina, gerando um composto de coloração vermelha. A absorbância foi 

determinada sob o comprimento de onda de luz em 548 nm. Uma curva analítica de 

nitrito foi utilizada como referência de absorbância e a equação da reta reduzida [𝑦 =

𝑚𝑥 + 𝑛]  onde, x e y são, respectivamente, a variável independente e a variável 

dependente; m é o coeficiente angular, e n é o coeficiente linear; foi utilizada para se 

obter a quantidade de nitrito da amostra. O conteúdo de nitrato das amostras de soro 

não foram previamente convertidas em nitrito por redução enzimática, por isso, o teste 

reflete somente o conteúdo de nitrito. 

3.12 Determinação da fluorescência de DHE no PVAT. 

Os segmentos aórticos com PVAT preservado foram embebidos em meio de 

inclusão para amostras frescas (Tissue Tek Compound). Em seguida, foram congelados 

e estocados à -80°C. Os segmentos foram seccionados transversalmente em 5 μm em 
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um criostato à -15°C (Cryostat Leica, Nussloc, Alemanha) e fixados em lâmina para 

microscopia. 

Para análise da geração de ROS (espécies reativas de oxigênio) as secções foram 

lavadas com solução salina tamponada e expostas à 5 μM de DHE (dihidroetidina) 

durante 30 minutos, à 37°C em câmara escura úmida. Após o período de incubação, os 

cortes foram novamente lavados com solução salina tamponada e expostos ao meio de 

montagem Fluoroshield™ com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol). Os cortes foram 

cobertos com uma lamínula e imediatamente submetidos à análise em um microscópio 

de fluorescência. A fluorescência DHE foi registrada sob incidência de luz com 

comprimento de onda de 480 a 530 nm evidenciando oxidação por superóxido e/ou 

peróxido de hidrogênio. A fluorescência do DAPI foi registrada sob incidência de luz com 

comprimento de onda de 405 nm refletindo a sua ligação às regiões do DNA (ácido 

desoxirribonucleico) celular ricos em timina e adenina. As sondas emitem fluorescência 

vermelha e azul, respectivamente. 

O registro para quantificação foi feito por meio de um microscópio de 

fluorescência Olympus BX50, em uma ampliação da imagem de 12,6 vezes. Todo o 

registro de imagens foi feito pelo mesmo experimentador no mesmo dia da incubação 

com a sonda DHE. A intensidade de fluorescência foi analisada padronizando-se o 

mesmo número de células de cada segmento e corrigida pela dimensão da área 

observada. Para quantificação da fluorescência foi utilizado o software ImageJ (Rasband, 

W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). 

3.13 Representação gráfica dos resultados. 

As representações gráficas foram plotadas com as coordenadas 𝑋 e 𝑌 sendo 

compostas respectivamente por variável independente e dependente. Valores 

individuais, de média aritmética, do EPM (erro padrão da média) e número amostral 

foram utilizados. Os tipos de gráficos foram de linha de conexão com pontos 

sobrepostos; dispersão com valores individuais e barras intercaladas. 

No estudo de resposta contrátil o valor da diferença de resposta de cada secção 

aórtica em relação a força basal (mN), foi calculado como taxa porcentual de resposta, 

corrigida pelo efeito contrátil induzido por Krebs KCl 90 mM 
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∆ 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 à 𝑁𝑜𝑟 (𝑚𝑁)

∆ 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑎𝑜 𝐾𝐶𝑙 90 𝑚𝑀 (𝑚𝑁)
 𝑥 100. Esses dados foram submetidos a análise de regressão 

não-linear com uso de equação logística em curva concentração-resposta sigmoidal. 

O valor de resposta máxima contrátil (Rmáx) e o valor do logaritmo negativo da 

concentração molar que produz 50% de resposta máxima (pEC50) foram obtidos. As 

representações gráficas foram realizadas pelo programa estatístico GraphPad Prism 

(GraphPad Prism 8.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

3.14 Análise estatística. 

A comparação estatística foi realizada entre os valores da média aritmética ± 

EPM. Foi utilizado o teste de análise de variância de 2 fatores com o teste de 

comparações múltiplas de Sidak ou Teste t de Student. A probabilidade de significância 

foi determinada quando o valor de p foi menor que 0,05. Foi utilizado o programa 

estatístico GraphPad Prism (GraphPad Prism 8.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

USA). 
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4. RESULTADOS 
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4.1 Determinação da massa corporal, do índice de Lee, do consumo de ração e da 

ingestão calórica. 

A DH aumentou a massa corporal a partir da 12ª semana de dieta (Figura 3.a), 

elevou o índice de Lee (Figura 3.b), diminuiu da quantidade de ração consumida (Figura 

3.c) e promoveu maior ingestão calórica (Figura 3.d) nos camundongos, comparado ao 

grupo que recebeu DP. O tratamento com MBG, aumentou o consumo de ração e 

ingestão calórica nos camundongos controles (Figura 3.c e d). 

 

Figura 3. Massa corporal (a), índice de Lee (b), consumo de ração (c) e ingestão calórica (d). Resultados 
apresentados como média ± EPM. n = 4 - 6. A comparação estatística foi realizada por análise de variância 
de 2 fatores com teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. o valor respectivo à mesma 
semana do grupo controle VEI. 
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4.2 Determinação da massa corporal e do peso úmido de determinados tecidos 

gordurosos. 

A obesidade aumentou o ganho de massa corporal, elevou o peso dos TABs 

retroperitoneal, epididimal e inguinal, bem como, do TAM interescapular nos 

camundongos, comparado ao grupo controle. O tratamento com MBG diminuiu o peso 

do TAB retroperitoneal nos camundongos obesos (Quadro 5). 

Quadro 5. Massa corporal e peso dos tecidos adiposos. 

Parâmetro 

DP DH n 

VEI MBG VEI MBG  

Massa corporal 
inicial (g) 

18,75 ± 0,82 19,50 ± 1,11 17,93 ± 0,06 18,04 ± 1,08 

6 

Massa corporal 
final (g) 

27,75 ± 0,43 29 ± 1,0 43,5 ± 3,35 * 39,25 ± 2,27 * 

Ganho de massa 
corporal total (g) 

11,38 ± 1,24 12,382 ± 0,25 29,15 ± 3,12 * 23,61 ± 4,58 * 

TAM interescapular 
(mg/g mc) 

2,95 ± 0,17 2,97 ± 0,24 4,20 ± 0,36 * 4,22 ± 0,31 * 

TAB retroperitoneal 
(mg/g mc) 

3,90 ± 0,68 2,60 ± 0,14 19,71 ± 0,69 * 12,81 ± 0,78 * # 

TAB epididimal 
(mg/g mc) 

11,97 ± 1,39 8,57 ± 1,10 44,33 ± 2,62 * 48,29 ± 2,15 * 

TAB inguinal 
 (mg/g mc) 

3,12 ± 0,21 2,87 ± 0,32 3,59 ± 0,28 4,05 ± 0,34 

mc, massa corporal. Para interpretação dos resultados de massa corporal considerar que a 
administração do MBG e do VEI foi iniciada na 14ª semana de dieta. 

 
Quadro 5. Massa corporal e peso úmido dos tecidos adiposos. Valores apresentados como média ± EPM. 
O ganho de massa corporal foi obtido pela análise temporal preservando os mesmos camundongos de 
cada grupo experimental. O peso úmido dos tecidos foi analisado logo após a eutanásia dos camundongos 
na 18ª semana de dieta. A comparação estatística foi realizada por análise de variância de 2 fatores com 
teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. CT VEI. # p < 0,05 vs. OB VEI. 
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4.3 Determinação sérica da atividade das enzimas AST e ALT e da concentração de 

colesterol total, HDL e LDL. 

A obesidade aumentou a atividade das enzimas AST (Figura 4.a) e ALT (Figura 

4.b), e elevou a concentração sérica do colesterol total, da HDL e da LDL nos 

camundongos, comparado ao grupo controle (Figura 4.c - e). O tratamento com MBG 

diminuiu a concentração sérica da LDL nos camundongos obesos (Figura 4.e). 

 

Figura 4. Atividade da AST e da ALT e concentração sérica de colesterol total, HDL e LDL. Cada barra 
representa a média ± EPM. n = 4 - 6. (a e b) atividade (U/L) da AST e da ALT mensurada no soro. (c - e) 
concentração sérica (mg/dL) de colesterol total, HDL e LDL. A comparação estatística foi realizada por 
análise de variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo controle 
VEI. # p < 0,05 vs. grupo obeso VEI. 
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4.4 Determinação da glicemia após a privação alimentar e do TOTG. 

A obesidade aumentou a glicemia aferida após a privação alimentar dos 

camundongos. O tratamento com MBG diminuiu esse parâmetro nos camundongos 

obesos e controles (Figura 5.a). A obesidade aumentou a glicemia em todos os tempos 

de análise do TOTG dos camundongos, enquanto, o tratamento com MBG diminuiu esse 

parâmetro nos camundongos (Figura 5.b e c). 

 
Figura 5. Glicemia após a privação alimentar e do TOTG. Resultados apresentados como média ± EPM. n 
= 4 - 5. (a) glicemia aferida no tempo 0 do TOTG. (b) glicemia (mg/dl) aferida antes (tempo 0) e após 
(tempos de 10, 20, 30, 40, 60, 90 e 120 min) a administração de 2 g/kg de glicose via gavage. (c) área sob 
a curva obtida com os valores do item b. A comparação estatística foi realizada por análise de variância 
de 2 fatores com teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo controle VEI. # p < 0,05 vs. 
grupo obeso VEI. † p < 0,05 vs. o respectivo tempo do grupo controle VEI. ‡ p < 0,05 vs. o respectivo tempo 
do grupo obeso VEI. 
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4.5 Determinação da resposta contrátil de secções aórticas à adição cumulativa de 

NOR. 

4.5.1 Efeito do PVAT e da dieta. 

O efeito hipocontrátil do PVAT, foi observado nos camundongos controles 

(Figura 6.a), enquanto, a obesidade prejudicou esse parâmetro (Figura 6.b) e foi 

responsável pelo aumento da resposta contrátil de secções sem PVAT comparado aos 

camundongos controles (Figura 6.c). 

 

Figura 6. Efeito do PVAT e da dieta na resposta contrátil à NOR. Representação gráfica sigmoidal com a 
taxa porcentual da resposta contrátil à adição cumulativa de NOR (100pM a 10μM) corrigida pelo efeito 
contrátil induzido pela solução de Krebs KCl 90 mM. (a) estudo do efeito do PVAT. (b) estudo do efeito do 
PVAT associado à dieta. (c) compilado dos dados dos itens a e b. (d) taxa porcentual do efeito relaxante 
promovido por 10 uM de acetilcolina em relação ao efeito contrátil induzido por 100 nM de fenilefrina 
nas secções utilizadas nessa análise. Os valores da média ± EPM da Rmáx de cada curva sigmoide foram 
utilizados para a comparação estatística por teste t de student ou análise de variância de 2 fatores e teste 
de comparações múltiplas de Sidak. n = 6. * p < 0,05 vs. grupo controle sem PVAT. Os valores do pEC50 
podem ser conferidos no quadro 6. 
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4.5.2 Efeito do tratamento com MBG. 

 O tratamento com MBG preservou o efeito hipocontrátil do PVAT durante a 

obesidade (Figura 7.b e c) e não modificou a resposta contrátil em secções com PVAT 

(Figura 7.a) e sem PVAT (Figura 7.e) dos camundongos controles.  

 

Figura 7. Efeito da administração do MBG na resposta contrátil à NOR. Representação gráfica sigmoidal 
com a taxa porcentual da resposta contrátil à adição cumulativa de NOR (100pM a 10μM) corrigida pelo 
efeito contrátil induzido pela solução de Krebs KCl 90 mM. (a e b) estudo do efeito da administração do 
MBG em secções com PVAT preservado. (d e e) estudo do efeito da administração do MBG em secções 
desprovidas de PVAT. (c) compilado dos dados dos itens a e b. (g) compilado dos dados dos itens e e f.  (d 
e h) taxa porcentual do efeito relaxante promovido por 10 uM de acetilcolina em relação ao efeito 
contrátil induzido por 100 nM de fenilefrina nas secções utilizadas nessa análise. Os valores da média ± 
EPM da Rmáx de cada curva sigmoide foram utilizados para a comparação estatística por teste t de student 
e análise de variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo obeso 
VEI. # p < 0,05 vs. grupo controle MBG. † p < 0,05 vs. grupo controle VEI. n = 6. Os valores do pEC50 podem 
ser conferidos no quadro 6. 
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4.5.3 Influência do NO e da sinalização mediada pelo RAβ3. 

A inibição não seletiva da eNOS, mediada pelo L-NAME, bem como, o 

antagonismo seletivo do RAβ3, mediado pelo SR5923OA, anularam o efeito do 

tratamento com MBG na função hipocontrátil do PVAT nos camundongos obesos (Figura 

8.a e b respectivamente). 

Figura 8. Influência do NO e da sinalização mediada pelo RAβ3 na resposta contrátil à NOR de secções 
provenientes do grupo OB VEI e OB MBG. Representação gráfica sigmoidal com a taxa porcentual da 
resposta contrátil à adição cumulativa de NOR (100pM a 10μM) corrigida pelo efeito contrátil induzido 
pela solução de Krebs KCl 90 mM. (a) estudo da influência do NO pela adição de 100 μM de L-NAME 
(inibidor não seletivo das sintases do óxido nítrico). (b) estudo da influência da sinalização mediada pelo 
RAβ3 pela adição de 1 nM do antagonista do RAβ3 SR5923OA. O L-NAME e o SR5923OA foram adicionados 
30 minutos antes da adição cumulativa de NOR. (c) taxa porcentual do efeito relaxante promovido por 10 
uM de acetilcolina em relação ao efeito contrátil induzido por 100 nM de fenilefrina nas secções utilizadas 
nessa análise. Os valores da média ± EPM da Rmáx de cada curva sigmoide foram utilizados para a 
comparação estatística por análise de variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * 
p < 0,05 vs, grupo obeso VEI. n = 4 - 6. Os valores da Rmáx das secções do grupo OB VEI expostas ao L-
NAME e ao SR5923OA, bem como, os valores da pEC50 podem ser conferidos no quadro 6. 
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Quadro 6. Valores da Rmax e do pEC50 dos estudos em secções aórticas. 

 
Quadro 6. Valores da Rmáx e do pEC50 dos estudos de resposta contrátil. Valores apresentados como média 
± EPM. Valores obtidos pelo melhor ajuste à curva concentração-efeito não linear pela equação logística 
com forma sigmoide. A comparação estatística foi realizada por análise de variância de 2 fatores com teste 
de comparações múltiplas de Sidak ou teste t de student. * p < 0,05 vs. a Rmáx de secções desprovidas de 
PVAT do respectivo grupo que recebeu o mesmo tratamento. # p < 0,05 vs. a Rmáx de secções com a mesma 
condição de PVAT do grupo CT que recebeu VEI. † p < 0,05 vs. o mesmo parâmetro de secções com a 
mesma condição de PVAT do grupo OB que recebeu VEI. ‡ p < 0,05 vs. o mesmo parâmetro do respectivo 
grupo que não foram expostos ao L-NAME ou SR5923O4.  

 

 

 

 

 

 

 PVAT 
CT OB n 

VEI MBG VEI MBG  

R
m

áx
 

(-) 132,70 ± 1,92 139,10 ± 1,81 155,0 ± 2,61
#
 165,50 ± 1,98

#
 

6 
(+) 109,70 ± 1,31* 112,10 ± 1,61* 145,0 ± 3,01

#
 

114,80 ± 

1,67*
†
 

p
EC

50
 (-) 8,12 ± 0,04 8,27 ± 0,03 7,86 ± 0,04

#
 8,11 ± 0,03

†
 

(+) 8,01 ± 0,03 8,03 ± 0,04 7,51 ± 0,05
#
 7,76 ± 0,04 

L-NAME 100 μM 

R
m

áx
 

(-) 146,80 ± 2,41
‡
  - 160,9 ± 2,39 165,50 ± 4,19 

5 - 6 
(+) 129,20 ± 1,31

‡
  - 140,4 ± 2,473 147,80 ± 2,53

‡
 

p
EC

50
 

(-) 8,32 ± 0,06 - 7,80 ± 0,04
#
 8,09 ± 0,08 

(+) 8,09 ± 0,10 - 7,48 ± 0,04
#
 8,10 ± 0,05

‡
 

SR5923O4 1 nM 

R
m

áx
 (-) 137,40 ± 2,12 - - - 

4 - 5 

(+) 125,0 ± 1,704
‡
 - 142,50 ± 7,23 157,30 ± 1,34

‡
 

p
EC

50
 (-) 8,22 ± 0,04 - - - 

(+) 8,08 ± 0,04 - 7,40 ± 0,14
#
 8,04 ± 0,02

‡
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4.6 Western blot e quantificação sérica de nitrito. 

4.6.1 Análise da razão do conteúdo proteico da eNOSf
ser1177 pela eNOSt no PVAT. 

A obesidade não modificou a razão eNOSf
ser1177/eNOSt e o tratamento com MBG 

aumentou esse parâmetro nos camundongos obesos (Figura 9). 

 

Figura 9. Razão do conteúdo proteico da eNOSf
ser1177 pela eNOSt no PVAT. Análise estatística dos pixels 

das bandas (U.A.) adquiridas pela técnica de western blot. Na parte superior do gráfico se observa a 
fotografia representativa da membrana. O protocolo foi aplicado utilizando-se das proteínas totais do 
PVAT. A quantidade de pixels emitidos na imagem eletrônica das bandas proteicas coradas com solução 
de Ponceau 1% foi utilizada como fator normalizador do conteúdo proteico de cada coluna da membrana. 
Cada barra representa a média ± EPM. n = 4. A comparação estatística foi realizada por anállise de 
variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo obeso VEI. PMP = 
peso molecular padrão. 
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4.6.2 Determinação do conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT. 

A obesidade não modificou o conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT e a administração do 

MBG aumentou esse parâmetro nos camundongos obesos (Figura 10). 

 

Figura 10. Conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT. Análise estatística dos pixels (U.A.) adquiridas pela técnica 
de western blot. Na parte superior ao gráfico se observa a fotografia representativa da membrana. O 
protocolo foi aplicado utilizando-se das proteínas totais do PVAT. A quantidade de pixels emitidos na 
imagem eletrônica das bandas proteicas coradas com solução de Ponceau 1% foi utilizada como fator 
normalizador do conteúdo proteico de cada coluna da membrana. Cada barra representa a média ± EPM. 
n = 4. A comparação estatística foi realizada por análise de variância de 2 fatores e teste de comparações 
múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo obeso VEI. PMP = peso molecular padrão. 
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4.6.3 Determinação do conteúdo proteico do RAβ1 no PVAT. 

A obesidade não modificou o conteúdo proteico do RAβ1 no PVAT, e a 

administração do MBG aumentou esse parâmetro nos camundongos obesos (Figura 11). 

 

 
 

Figura 11. Conteúdo proteico do RAβ1 no PVAT. Análise estatística dos pixels das bandas (U.A.) adquiridas 
pela técnica de western blot. Na parte superior ao gráfico se observa a fotografia representativa da 
membrana. O protocolo foi aplicado utilizando-se das proteínas totais do PVAT. A quantidade de pixels 
emitidos na imagem eletrônica das bandas proteicas coradas com solução de Ponceau 1% foi utilizada 
como fator normalizador do conteúdo proteico de cada coluna da membrana. Cada barra representa a 
média ± EPM. n = 3 - 4. A comparação estatística foi realizada por análise de variância de 2 fatores e teste 
de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo obeso VEI. PMP = peso molecular padrão. 
 

 

 

 

 

 

 

0.00

0.05

0.10

0.15

R
A

β
1

/p
o

n
ce

au

CT OB CT OB

VEI MBG

*



68 
 

4.6.4 Determinação do conteúdo proteico do RAβ2 no PVAT. 

O tratamento com MBG diminuiu o conteúdo proteico da subunidade de 47 

kDa do RAβ2 nos camundongos controles, enquanto, o conteúdo proteico da 

subunidade de 67 kDa do RAβ2 esteve semelhante entre os 4 grupos experimentais 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Conteúdo proteico do RAβ2 pela sua detecção em dois pesos moleculares no PVAT. Análise 
estatística dos pixels das bandas (U.A.) adquiridas pela técnica de western blot. Superiormente ao gráfico 
se observa a fotografia representativa da membrana. O protocolo foi aplicado utilizando-se das proteínas 
totais do PVAT. A quantidade de pixels emitidos na imagem eletrônica das bandas proteicas coradas com 
solução de Ponceau 1% foi utilizada como fator normalizador do conteúdo proteico de cada coluna da 
membrana. Cada barra representa a média ± EPM. n = 4 - 5. A comparação estatística foi realizada por 
análise de variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. a mesma 
subunidade do grupo controle VEI. PMP = peso molecular padrão. 
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4.6.5 Determinação do conteúdo proteico da GCα e da GCβ na aorta. 

O conteúdo proteico aórtico da GCα esteve semelhante entre os 4 grupos 

experimentais, ao passo que, a obesidade elevou o conteúdo da GCβ e o tratamento 

com MBG, atenuou esse parâmetro durante a obesidade (Figura 13).  

 
Figura 13. Conteúdo proteico da GCα e da GCβ na artéria aorta torácica. Análise estatística dos pixels das 
bandas (U.A.) adquiridas pela técnica de western blot.  Na parte superior ao gráfico se observa a fotografia 
representativa das membranas. O protocolo foi aplicado utilizando-se das proteínas totais da artéria 
aorta. A quantidade de pixels emitidos na imagem eletrônica de bandas proteicas coradas com solução 
de Ponceau 1% foi utilizada como fator normalizador do conteúdo proteico de cada coluna da membrana. 
Cada barra representa a média ± EPM. n = 3 - 6. A comparação estatística foi realizada por análise de 
variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo controle VEI. # * p 
< 0,05 vs. grupo obeso VEI. PMP = peso molecular padrão. 
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4.6.6 Determinação da concentração sérica de nitrito dos camundongos. 

A obesidade atenuou a concentração sérica de nitrito dos camundongos, à 

medida que, a administração do MBG aumentou esse parâmetro tanto para os 

camundongos controles, quanto para os obesos (Figura 14). 

 

Figura 14. Concentração sérica de nitrito. A reação de Griess foi utilizada para determinação da 
concentração (μM) sérica de nitrito. Cada barra representa a média ± EPM. n = 4 - 6. A comparação 
estatística foi realizada por análise de variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * 
p < 0,05 vs. grupo controle VEI. # p < 0,05 vs. grupo obeso VEI. 
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4.7 Determinação do conteúdo proteico da UCP1 no PVAT. 

A obesidade elevou o conteúdo proteico da UCP1 (proteína desacopladora 1) 

no PVAT, e a administração do MBG não alterou esse parâmetro (Figura 15). 

 

Figura 15. Conteúdo proteico da UCP1 no PVAT. Análise estatística dos pixels das bandas (U.A.) adquiridas 
pela técnica de western blot. Superiormente ao gráfico se observa a fotografia representativa da 
membrana. O protocolo foi aplicado utilizando-se das proteínas totais do PVAT. A quantidade de pixels 
emitidos na imagem eletrônica das bandas proteicas coradas com solução de Ponceau 1% foi utilizada 
como fator normalizador do conteúdo proteico de cada coluna da membrana. Cada barra representa a 
média ± EPM. n = 4. A comparação estatística foi realizada por análise de variância de 2 fatores e teste de 
comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. o grupo controle submetido ao respectivo tratamento. 
PMP = peso molecular padrão.  
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4.8 Determinação da geração de ROS no PVAT. 

A obesidade aumentou a geração de ROS no PVAT dos camundongos, enquanto, o 

tratamento com MBG não modificou esse parâmetro (Figura 16). 

 

Figura 16. Geração de ROS no PVAT. Análise estatística dos valores de intensidade de fluorescência 
emitida. Superiormente ao gráfico se observa a fotografia representativa. Cortes transversais de secções 
aórticas com PVAT preservado (5 μm) foram expostos aos fluoróforos DHE e DAPI e submetidos a 
microscopia fluorescente. Seta branca indica aorta e seta amarela o PVAT. A intensidade de fluorescência 
(U.A.) foi analisada padronizando o mesmo número de células de cada seguimento e normalizada pela 
área observada. Cada barra representa a média ± EPM. n = 4 - 6. A comparação estatística foi realizada 
por análise de variância de 2 fatores e teste de comparações múltiplas de Sidak. * p < 0,05 vs. grupo 
controle VEI. 
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5. DISCUSSÃO 
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 Os principais resultados desse estudo demonstraram que: 1. o MBG preveniu a 

perda do efeito hipocontrátil do PVAT durante a obesidade; 2. o MBG aumentou a razão 

do conteúdo proteico da eNOSf
1177/eNOSt e do RAβ3 no PVAT; 3. a síntese do NO e o 

agonismo do RAβ3 são importantes no mecanismo de preservação da função 

hipocontrátil induzida pelo MBG; 4. o MBG preveniu o aumento da concentração sérica 

da LDL e a diminuição da tolerância à glicose durante a obesidade. Os resultados apoiam 

a hipótese de que o tratamento com MBG preserva o efeito hipocontrátil do PVAT 

aórtico durante a obesidade e que o aumento da síntese de NO contribui nesse 

contexto. 

A dieta rica em gordura é amplamente utilizada para indução da obesidade em 

animais experimentais e ajuda a entender o mecanismo de doenças relacionadas. As 

dietas hipercalóricas utilizadas para indução da obesidade, constumam ter de 45% a 60% 

de gordura 240–244. Várias gorduras dietéticas são utilizadas, como óleo de milho, óleo de 

amendoim, óleo de soja, óleo de girassol e banha 245. A diferença entre as gorduras da 

dieta é o conteúdo de três tipos de ácidos graxos, que incluem os saturados, os 

monoinsaturados e os poliinsaturados. A banha e o óleo de palma, contêm mais ácidos 

graxos saturados comparados aos outros óleos, a ingestão excessiva dessas gorduras 

afeta significativamente a microbiota intestinal e o peso corporal 246. 

Um estudo que realizou a comparação da fonte de gordura no aumento da 

massa corporal, colesterol, HDL e LDL, evidenciou que a banha atua de forma 

semelhante às dietas ricas em óleo de milho, óleo de amendoim, óleo de soja ou óleo 

de girassol 245. Por outro lado, a banha realiza uma disbiose intestinal muito mais severa 

do que as dietas ricas dos óleos supracitados 245. Ao que se sabe, o tipo de ácido graxo 

é mais importante do que o tipo de fonte da dieta, no desenvolvimento das 

características relacionadas à obesidade 245. 

No presente estudo, não foi verificado um efeito de perda de peso induzida 

pelo MBG, dado evidenciado pela análise da massa corporal e do índice de Lee. Apesar 

de não ter sido o principal alvo desse trabalho, é útil comentar que a busca por 

medicamentos que reduzem a massa corporal, com o mínimo de prejuízos à saúde, é 

feita há mais de duas décadas 247. A descoberta da subunidade β3 do RA ocorreu 
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concomitantemente às buscas por moléculas para tratar a obesidade. No início, foram 

identificados compostos que ativavam um RAβ “atípico” (até então a subunidade β3 não 

havia sido descrita) em adipócitos marrons e brancos de roedores 247. 

Ao fim da década de 1970 e início da década de 1980 três empresas 

farmacêuticas (Companhia Lilly, Beecham farmacêutica e Hoffmam La Roche) estavam 

projetando drogas que estimulassem a atividade termogênica e que tivessem a 

característica antiobesidade em roedores, foram estudados agentes simpatomiméticos 

não-seletivos. Não foram observados os efeitos desejáveis, de forma particular, houve 

aumento da frequência cardíaca e de tremor 248–250. 

Quando o RAβ3 de humanos e de roedores foram clonados e expressos em 

linhagens celulares, ficou claro que suas sinalizações diferiam entre as espécies 251–253. 

O RAβ3 é abundantemente expresso no TAB e no TAM de roedores, onde medeia a 

lipólise e a termogênese 254,255. Em humanos, a quantidade do mRNA do RAβ3 parece 

ser muito mais baixa nesses tecidos. O transcrito foi identificado inicialmente no TAM 

perirenal infantil e em vários depósitos de TAB em adultos 256,257, enquanto, sua 

presença proteica foi identificada posteriormente através do uso de um anticorpo 

monoclonal direcionado contra o receptor humano 258,259. 

Um dos maiores obstáculos no estudo da função metabólica do RAβ3 em 

humanos é representado pela carente presença do RAβ3 no TAM de adultos. No 

entanto, estudos têm trazido um entendimento mais claro sobre isso 260,261. O’Mara e 

colaboradores, estudaram o efeito da administração diária de 100 mg de MBG por 4 

semanas em 14 indivíduos homens, com IMC acima de 25,4. Apesar de haver melhoras 

em parâmetros metabólicos, não foi verificada perda de peso induzida pelo tratamento 

com MBG 262. Baskin e colaboradores observaram por meio de tomografia 

computadorizada que a administração única de 200 mg de MBG em indivíduos com IMC 

normal, pode aumentar a atividade metabólica do TAM interescapular 263. Apesar dos 

trabalhos de O’Mara e Baskin, utilizarem doses acima da aprovada para o tratamento 

de bexiga hiperativa, seus estudos sugerem o potencial uso do MBG em condições de 

doenças metabólicas, mas, não eficaz para perda de peso. 
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No atual estudo, o consumo de ração e ingestão calórica dos camundongos 

controles, se elevou quando se realizou a administração do MBG. No trabalho de 

Fujimoto e colaboradores, a administração intraperitoneal do agonista do RAβ3, CL‐

316243, foi eficiente em aumentar marcadores da glicólise, gliconeogênese, da função 

da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, da biossíntese de proteínas, do 

metabolismo de glicerolipídios e do transporte de fosfato de glicerol no TAM 

interescapular, bem como, no TAB inguinal e epididimal 264. Em humanos, o MBG pode 

aumentar a atividade metabólica do tecido adiposo interescapular 263. Sugere-se 

portanto, que nesse estudo, o MBG atuou melhorando o consumo energético dos 

camundongos e por isso, se observou um aumento do consumo alimentar, sem 

aumento da massa corporal. 

A obesidade determinou o aumento da massa do TAM interescapular e dos 

TABs retroperitoneal, epididimal e inguinal. O tratamento com MBG, foi eficaz em 

atenuar esse parâmetro para o TAB retroperitoneal. Os tecidos adiposos da região 

abdominal não formam apenas um depósito de gordura local, mas, também atuam 

como órgãos endócrinos que secretam várias adipocinas, como a adiponectina e a 

leptina. Além disso, o fluxo de ácidos graxos livres do tecido adiposo abdominal para o 

fígado resulta em distúrbios da glicemia e do metabolismo lipídico 265, que contribuem 

para o desenvolvimento da resistência à insulina e dislipidemia, principalmente em 

indivíduos com síndrome metabólica 266,267. O sangue do tecido adiposo da região 

peritoneal, é drenado pela veia porta para o fígado, enquanto, o sangue da gordura da 

região retroperitoneal é drenado para os rins, pâncreas ou diretamente para a veia cava 

268. 

Chi-Sheng H. e colaboradores, estudaram em pouco mais de 400 indivíduos 

incluindo homens e mulheres, pela técnica de tomografia computadorizada, a 

correlação entre a gordura retroperitoneal e a síndrome metabólica. Foi observado que 

a área da gordura retroperitoneal se correlaciona positivamente à síndrome metabólica, 

à concentração plasmática de adipocinas, à inflamação sistêmica e à hipertensão 269. No 

presente trabalho, a diminuição do peso úmido do TAB retroperitoneal observado nos 

camundongos obesos, quando se realizou a administração do MBG, é um dado 
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moderadamente vago, no que se diz respeito a função metabólica do tecido, mas, 

certamente desperta interesse em torno do efeito do MBG nesse tecido adiposo 

específico, a considerar a importante influência do mesmo, em condições de síndrome 

metabólica 269. 

Em relação à atividade sérica das enzimas AST e ALT, observou-se que a 

obesidade aumentou esse parâmetro para a enzima ALT, e que o tratamento com MBG 

não o modificou. A análise da atividade sérica das aminotransferases AST e ALT pode ser 

considerada como marcador de função hepática, quando associada as análises de 

fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase, bilirrubina total, conjugada ou não 

conjugada e tempo de protrombina 270. As enzimas AST e ALT participam da 

gliconeogênese, catalisando a transferência de grupos amino do ácido aspártico ou 

alanina para o ácido cetoglutárico para produzir ácido oxaloacético e ácido pirúvico, 

respectivamente. A AST está presente como isoenzima citosólica e mitocondrial e é 

encontrada no fígado, músculo cardíaco, músculo esquelético, rins, cérebro, pâncreas, 

pulmões, leucócitos e células vermelhas 271. A ALT é uma enzima com atividade citosólica 

encontrada no fígado 272.  

Uma vez que não se realizou outros testes de função hepática, o resultado da 

análise de atividade sérica da AST e da ALT, tem um significado mais abrangente, 

podendo significar tanto uma sobrecarga da função hepática, como uma disfunção 

colestática, ou ainda, os dois fatores concomitantes 273. Tanto a AST como a ALT são 

correlacionadas positivamente à obesidade 274 e devem ser avaliadas considerando o 

histórico e condições de saúde do indivíduo 275. A dieta hiperlipídica utilizada para 

induzir obesidade em camundongos, pode ser causa de uma importante disfunção 

hepática 276, no presente estudo, é possível que a sobrecarga hipercalórica oriunda da 

dieta hiperlipídica esteja contribuindo para a disfunção hepática. Neste estudo, um dos 

objetivos foi verificar se a dose administrada do MBG não estaria sendo prejudicial ao 

sistema hepatobiliar. Verificou-se que a administração por 30 dias de 10 mg de MBG não 

modificou a atividade sérica das enzimas AST e ALT. 

A obesidade elevou a concentração sérica de colesterol, HDL, LDL, e causou 

uma diminuição da tolerância oral à glicose nos camundongos obesos. A síntese de HDL 
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ocorre no fígado e nos intestinos. A primeira etapa da síntese de HDL envolve a produção 

de sua principal apolipoproteína estrutural, a Apo-A1. A Apo-A1 é a proteína estrutural 

da HDL e recebe colesterol e fosfolipídios dos enterócitos e hepatócitos pelas proteínas 

reguladoras do efluxo de colesterol, como o ABCA1 (transportador transmembranar 

dependente de ATP), formando a HDL pré-beta. À medida que a HDL toma à circulação 

sanguínea ela também recebe colesterol livre e fosfolipídios dos tecidos periféricos, dos 

quilomícrons e de lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL; lipoproteína de 

densidade muito baixa) 277, e se direciona ao fígado onde será captada por vias 

especializadas 278,279. 

A concentração sérica elevada da HDL está associada à um risco reduzido de 

doença cardíaca coronária. A manutenção da concentração sérica normal da HDL 

desempenha um papel na prevenção do risco cardiovascular 280. Por outro lado, a LDL 

atua como o transportador predominante do colesterol sérico (cerca de 67%), essa 

partícula entrega o colesterol aos tecidos, como as glândulas supra-renais e gônadas 281. 

Quando há excesso de ácidos graxos e colesterol, eles são convertidos em triacilgliceróis 

e ésteres de colesterol, respectivamente, no fígado e condicionados com 

apolipoproteínas na VLDL 282–284. Os ácidos graxos livres são absorvidos pelos tecidos 

adiposos, onde são armazenados como triacilgliceróis. Após a remoção parcial do 

triacilglicerol, são formados remanescentes de VLDL, a remoção adicional de 

triacilglicerol produz a LDL, o produto final do metabolismo da VLDL 282–284. 

A LDL transporta o colesterol para os tecidos destinatários, que possuem 

receptores de LDL em suas membranas plasmáticas. A partícula da LDL é captada por 

endocitose mediada por receptor 282–284. Durante a obesidade pode haver o acúmulo da 

LDL circulante e nesses casos, o excesso da LDL pode permear a íntima vascular e se 

acumular como lesões gordurosas, um passo inicial da aterosclerose. Está demonstrado, 

que a forma nativa da LDL não causa acúmulo de lipídeos; ao passo que as formas 

modificadas da LDL, como oxidada, acetilada e glicada, possuem propriedades pró-

aterogênicas. Embora ainda não tenha sido comprovado, a melhor hipótese é que a LDL 

modificada oxidativamente promove a formação de células espumosas podendo 

desencadear vias inflamatórias 285. 
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Na presente investigação, foi verificado um efeito preventivo do MBG em 

relação ao aumento da concentração sérica da LDL que ocorre na obesidade. Negres S. 

e colaboradores em 2017, estudaram os efeitos antidiabético e hipolipemiante de 13 

moléculas agonistas do RAβ3, em animais com diabetes. Foi evidenciado que algumas 

dessas moléculas foram capazes de atenuar a concentração sérica de colesterol total, 

da LDL e de triglicerídeos 286. Por outro lado, um estudo clínico que investigou o efeito 

da administração diária de 50 mg de MBG por 12 meses em parâmetros metabólicos de 

pacientes obesos, não verificou atenuação da concentração sérica da LDL induzida pelo 

MBG 287. No que se refere ao mecanismo do efeito hipolipemiante mediado pelo 

agonismo do RAβ3, há algumas sugestões. A administração do BRL37344 (agonista do 

RAβ3) à camundongos com deleção gênica da ApoE (apoliliproteína E), foi capaz de 

aumentar a concentração sérica da ApoA1, bem como suas frações proteicas e do mRNA 

no fígado 288. Ademais, é sugerido que agonismo do RAβ3 estimula a síntese de 

adiponectina que consequentemente contribui para a síntese da ApoA1 e do ABCA1 289, 

que juntos realizam o transporte do excesso de colesterol circulante para o fígado 290,291.  

Humanos e camundongos respondem de forma diferente aos efeitos 

metabólicos do agonismo do RAβ3, os camundongos têm maior susceptibilidade ao 

recrutamento do TAM, que por diversas vias, pode ser responsável pela melhora no 

perfil metabólico 292. Já em humanos, o recrutamento e ativação do TAM pode ser 

diferente a depender do peso, idade ou condição metabólica do organismo 293,294. Em 

alguns estudos, foi necessária uma dose elevada (200 mg) de MBG para se verificar a 

ativação do TAM em humanos 295,296. Pode ser interessante, realizar um estudo com 

intenções de esclarecer os mecanismos que orquestram a atenuação da concentração 

sérica da LDL induzida pelo MBG. 

O MBG preveniu a diminuição da tolerância à glicose induzida pela obesidade. 

Sabe-se que a oferta da dieta rica em gordura em camundongos está associada a um 

aumento da proliferação de células β no pâncreas, seguido do desenvolvimento de 

resistência à insulina 297. A intolerância à glicose observada na obesidade, sugere que os 

mecanismos moleculares responsáveis pelo metabolismo hepático da glicose estão 

comprometidos. Dados de animais experimentais e dados limitados de estudos em 
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humanos demonstram uma diminuição no número e na função do receptor de insulina 

hepático em condições de obesidade 298,299. Uma das limitações  desse estudo, é que 

não foi realizado o teste de tolerância à insulina. 

O efeito do agonismo do RAβ3 na melhora do metabolismo da glicose já é 

conhecido 300,301. Em humanos a administração diária de 50 mg de MBG por 12 meses à 

pacientes obesos, foi capaz de melhorar a sensibilidade à insulina 287, que indiretamente 

melhora a tolerância à glicose. A hipótese mais aceita para isso, é que o agonismo do 

RAβ3 pode estar associado ao aumento da massa e função dos TAMs 302,303. A verificação 

dos parâmetros metabólicos aqui mencionados, é muito importante, já que as 

complicações cardiovasculares, podem se dever em grande parte pela cronicidade de 

disfunções no perfil lipídico ou glicêmico 11. O segundo grande conjunto de resultados, 

do presente trabalho, está correlacionado aos efeitos vasculares do MBG durante a 

obesidade.  

Indivíduos com obesidade possuem prejuízo da função aórtica 304,305. 

Fisiologicamente, a aorta mantém baixa pós-carga ventricular esquerda, promove o 

fluxo sanguíneo coronário subendocárdico ideal e transforma o fluxo sanguíneo pulsátil 

em laminar 306. O aumento de rigidez na aorta ou alterações na sua mecânica pode 

culminar em aumento da pressão sistólica ventricular esquerda, diminuição do 

suprimento sanguíneo na região subendocárdica 307 e muitas vezes estão associadas à 

doença arterial coronariana 308, hipertensão 309, diabetes 310 e hipercolesterolemia 311; 

distúrbios que são mais comuns à obesidade. 

Não é simples determinar o efeito independente da obesidade na função 

vascular, mas o estudo de secções arteriais isoladas é uma alternativa. No presente 

trabalho, decidiu-se que todos os estudos funcionais em secções aórticas fossem 

realizados após a fricção mecânica à camada íntima vascular com intuito de atenuar a 

função endotelial, já que em alguns casos pode haver uma “comunicação” do PVAT com 

a camada endotelial na produção do efeito hipocontrátil 312. 

O efeito predominante contrátil da NOR no tecido vascular isolado se dá pela 

maior quantidade dos RAα em detrimento dos RAβ nesse tecido, mas, a verificação da 

diminuição de sua potência em secções com PVAT preservado, se deve em parte pela 
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presença do RAβ3 no tecido perivascular, que leva a ativação de vias de sinalização da 

AC com aumento do cAMP e a liberação do NO 73. O efeito hipocontrátil do PVAT, 

também ocorre em resposta à ET-1, fenilefrina, ANG II e serotonina 60,61, nesses casos, 

os RAβs podem não ser imprescindíveis. 

A diminuição ou perda do efeito hipocontrátil do PVAT durante a obesidade se 

deve à diversos fatores. A liberação basal do NO mostrou ser reduzida em pequenas 

artérias de pacientes obesos em comparação com pacientes não obesos 129. No PVAT da 

aorta torácica de camundongos obesos induzidos por dieta, a função da eNOS pode 

estar prejudicada, por desacoplamento, bem como, redução da sua fosforilação no 

resíduo de serina 1177 132. A hipóxia, o estresse oxidativo e a inflamação, também 

podem contribuir de alguma forma para a diminuição do efeito hicontrátil do PVAT 

durante a obesidade 146. 

O tratamento com MBG preservou a função hipocontrátil do PVAT durante a 

obesidade. A síntese local do NO e o agonismo do RAβ3, medeia a repercussão vascular 

do tratamento com MBG. 

O NO é um radical livre gasoso de curta duração e a sua detecção direta em 

tecidos ou células representa um desafio bioanalítico 313. Um dos métodos mais comuns 

para avaliar a competência de determinado tecido ou célula para produzir o NO é pela 

detecção das formas fosforiladas da eNOS 314,315. Apesar desse tipo de inferência já ter 

sido colocada em questão 316, a análise da fosforilação da eNOS no resíduo de serina 

1177, é considerada uma evidência para a sua ativação 317,318. 

O MBG elevou o conteúdo proteico da eNOS no PVAT dos camundongos 

obesos. Em outro estudo, a infusão por 3 dias do CL316243 (agonista do RAβ3) restaurou 

os níveis do NO na aorta de coelhos hiperglicêmicos, esse efeito pode ser o resultado da 

diminuição da geração de ROS, que melhora a biodisponibilidade do NO e reduz a 

glutationilação da eNOS tornando-a menos suscetível à regulação redox 319. No corrente 

estudo, não se pode sugerir um efeito antioxidante do MBG, já que, os resultados da 

fluorescência emitida pela sonda de DHE evidenciou que o MBG não atenuou a geração 

de ROS no PVAT dos camundongos obesos. Em pequenas artérias 320 e em 

cardiomiócitos 321 o agonismo do RAβ3 aumenta a fosforilação da eNOS. O agonismo do 
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RAβ3 aumenta a atividade da AKT (proteína quinase B) contribuindo para a fosforilação 

da eNOS 321. 

Quanto à participação do RAβ3  no efeito hipocontrátil do PVAT mediado pela 

NOR, alguns mecanismos são propostos. No TAM, o agonismo do RAβ3 acoplado à 

proteína Gs leva à ativação da AC e sinalização intracelular mediada pelo cAMP e pela 

PKA 322. No PVAT, a estimulação do RAβ3 pela NOR leva à ativação da AC com aumento 

da mobilização do cAMP e a liberação do NO 73. 

O MBG aumentou o conteúdo proteico do RAβ3 no PVAT dos camundongos 

obesos, isso pode ter contribuído para uma atuação prevalente desse receptor no efeito 

hipocontrátil da NOR. Em consonância com nossos resultados, foi demonstrado que o 

tratamento com agonista do RAβ3 aumenta o conteúdo proteico do RAβ3 no miocárdio 

de pacientes com IC 323, e também em animais experimentais com IC 324. Os RAβ3s, 

foram considerados resistentes à dessensibilização induzida por agonista devido à 

ausência de sequências de resíduos de serina e treonina direcionadas para quinases dos 

GPCR e fosforilação da PKA na terceira alça intracelular 325. Sugere-se, que no presente 

trabalho, o aumento do conteúdo proteico se deva a baixa capacidade de 

dessensibilização do RAβ3. Além disso, o MBG aumentou o conteúdo do RAβ1 no PVAT 

dos camundongos obesos. No entanto, o efeito hipocontrátil da NOR foi totalmente 

abolido pela incubação com o SR5923O4 (antagonista do RAβ3), sugerindo uma ínfima 

participação do RAβ1 nesse contexto. 

O conteúco da GC na aorta dos camundongos foi verificado. A GC solúvel, é a 

principal mediadora do efeito vasorelaxante do NO 326. A obesidade elevou o conteúdo 

proteico da GCβ na aorta e o MBG preveniu esse aumento. O efeito da obesidade no 

conteúdo proteico da GC, pode variar de acordo com tecido estudado. Na artéria 

carótida de ratos, o conteúdo proteico da GCβ não foi modificado pela obesidade 327. Do 

mesmo modo, resultados semelhantes foram obtidos no córtex renal de ratos 328. Por 

outro lado, na bexiga de camundongos o conteúdo proteico das subunidades α e β da 

GC foi diminuido pela obesidade 329. 

No que se refere à concentração sérica de nitrito, o MBG preveniu a diminuição 

desse parâmetro induzida pela obesidade. Em pacientes com disfunção endotelial 
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resultante de hipertensão, diabetes ou aterosclerose, uma concentração reduzida de 

nitrito plasmático foi relatado 330. Acredita-se que 70% do nitrito sérico advém da 

atividade da eNOS 331, o que o torna um representativo indireto da biodisponibilidade 

do NO. Observou-se uma diminuição de nitrito sérico concomitante ao aumento da GC 

aórtica, durante a obesidade. Esses dados, sugerem que o MBG possa atuar como um 

regulador da síntese e sinalização do NO durante a obesidade. 

O presente trabalho, não é o primeiro a propor um tratamento farmacológico 

para prevenir a perda da função hipocontrátil do PVAT em situações de doença. Já foi 

verificado, que a rosiglitazona 152, a artovastatina 153, agonistas do receptor canabinóide 

CB1 152, antagonistas de citocinas 142, metformina 156,157 e o hormônio melatonina 155 

podem de alguma maneira tornar o PVAT mais saudável e melhorar a sua função 

hipocontrátil. 

O MBG é o unico medicamento agonista do RAβ3 aprovado pela FDA até o 

momento, talvez por isso seja alvo de alguns estudos clínicos 332–334. Os efeitos 

metabólicos do MBG já foram testados em humanos eutróficos 335 e obesos 287 e sua 

segurança cardiovascular também 227. 

Sabe-se, que a melhora da função hipocontrátil do PVAT está associada à uma 

reversão da hipertensão induzida pela obesidade, restauração do tamanho dos 

adipócitos, e restabelecimento da função da eNOS 133. Em ratos obesos, a melhora do 

efeito hipocontrátil do PVAT induzida por medicamentos está relacionado ao aumento 

da sensibilidade à insulina, redução dos níveis de insulina em jejum e da concentração 

de triglicerídeos 152. 

O conjunto de resultados, evidencia tanto efeitos sistêmicos como locais do 

MBG, não foi possível determinar se o efeito benéfico do MBG sobre o PVAT foi 

resultado de uma provável “reprogramação metabólica” nos camundongos obesos. Mas 

a presente pesquisa traz suporte para a apresentação do MBG como um agente 

preventivo dos prejuízos vasculares mediados pela disfunção do PVAT durante a 

obesidade. 
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6. CONCLUSÃO 
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O tratamento com MBG contribuiu para a manutenção do efeito hipocontrátil 

do PVAT aórtico torácico durante a obesidade e a síntese do NO e atividade da eNOS, 

exerce importante papel nesse contexto. O MBG, foi eficiente em prevenir o aumento 

da concentração sérica da LDL, bem como, a diminuição da tolerância à glicose induzida 

pela obesidade. Tendo em vista, o importante impacto da repercussão vascular do PVAT, 

durante a obesidade. O presente trabalho traz luz ao cenário de fármacos aprovados 

pela FDA, com capacidade de prevenir ou atenuar as consequências vasculares 

prejudiciais mediadas pelo PVAT durante obesidade. 
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APÊNDICE A 

Avaliação da influência dos três fatores experimentais na resposta contrátil induzida por 

KCl em secções aórticas. 

 

 

Avaliação da influência dos três fatores experimentais na resposta contrátil induzida por KCl. Estudo da 
influência do PVAT em secções aórticas dos camundongos controles (a) e obesos (b), avaliação da 
influência da dieta em secções aórticas com PVAT removido (c) e com PVAT preservado (d), determinação 
da influência do tratamento com MBG em secções aórticas com PVAT preservado dos camundongos 
controles (e) e obesos (f).  

Justificativa 

Concentrações de KCl acima de 60 mM, são utilizadas em estudos in vitro que 

avaliam a força ativa de secções arteriais isoladas, como um agente vasoconstritor, para 

se determinar a capacidade contrátil máxima das secções. Concentrações elevadas de 

KCl despolarizam a membrana das células musculares lisas vasculares, resultando na 

ativação de canais de cálcio dependentes de voltagem e vasoconstrição. A adição 

temporária de KCl, no entanto, pode influenciar os resultados nesse tipo de protocolo. 

Altas concentrações de K+ extracelular podem prevenir a hiperpolarização endotelial e 

uma resposta vasodilatadora. Além disso, a despolarização da membrana induzida por 

KCl pode alterar as respostas dilatadoras ou constritoras em células musculares lisas 

vasculares. Portanto, a mensuração aqui desmonstrada teve o intuito de investigar se 

os fatores experimentais seriam capazes de modificar essa resposta para que se que 
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pudesse utilizar com segurança experimental a solução de Krebs KCl como normalizador 

da capacidade contrátil máxima das secções.  

A partir desses resultados, determinou-se utilizar a solução de Krebs KCl 90 

mM, como normalizador da resposta máxima contrátil das secções.  

Método 

Secções aórticas isoladas foram submetidas à remoção mecânica da camada 

endotelial e seccionadas transversalmente à 2 mm de comprimento. As secções foram 

montadas em miógrafo (conforme o item 3.9 deste documento), submetidas ao teste 

de integridade endotelial e em seguida foi registrada a resposta contrátil à adição 

cumulativa de KCl (10 mM a 120 mM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE B 

Avaliação da melhor resposta contrátil ao KCl em relação à distensão passiva aplicada. 

 

 

Avaliação da melhor resposta contrátil ao KCl em relação à distensão passiva aplicada. Resposta 
contrátil (mN) à solução de Krebs 90 mM de secções aórticas desprovidas de PVAT. 

Justificativa 

Os seguimentos arteriais produzem uma resposta ativa máxima, que é reflexo 

da interação entre os filamentos de actina e miosina. A interação actina-miosina nos 

estudos de secções arteriais in vitro, é ideal quando o seguimento é distendido até o 

ponto em que os filamentos de actina e miosina têm contato máximo, mas, com 

estiramento de linha de base suficiente para fornecer aptidão para contração. 

Considerando portanto, o uso da dieta hipercalórica e a idade dos camundongos aqui 

utilizados, julgou-se conveniente, determinar a melhor distensão passiva das secções a 

ser estudadas nesta pesquisa.  

Método 

Secções aórticas isoladas desprovidas de PVAT e com endotélio preservado 

foram seccionadas transversalmente à 2 mm de comprimento. As secções foram 

montadas em miógrafo (conforme método 3.9 deste documento). A distensão passiva 

(aplicada ao distanciar os pinos do miógrafo com micrômetro) foi aplicada nas forças de 

3, 4, 5, 6, 7 e 8 mN e para cada unidade de força passiva, a resposta contrátil à solução 

de Krebs KCl 90 mM foi registrada. A melhor força passiva basal utilizada nos estudos in 

vitro de função vascular foi de 5 mN.  
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APÊNDICE C 

Avaliação da influência da dieta e da administração do MBG na pressão arterial sistêmica 

dos camundongos. 

 

Avaliação da influência da dieta e da administração do MBG na pressão arterial sistêmica dos 
camundongos. Estudo da pressão arterial sistólica (a) e diastólica (b) nos períodos da 6ª, 10ª e 14ª semana 
de dieta nos camundongos controles e obesos. Estudo da pressão arterial sistólica (c) e diastólica (d) na 
18ª semana de dieta associada ao tratamento com MBG. * p < 0,05. 

Justificativa 

As subunidades dos RAβs são importantes mediadores de sinais celulares, no 

conjunto de órgãos que o compõe o sistema cardiovascular, determinou-se verificar a 

segurança da administração do MBG em relação à pressão arterial sistêmica.  

Método 

 A pressão arterial foi aferida pelo método de pletismografia de cauda pelo 

sistema CODA® (High Throughput System, Torrington, CT 06790, USA; neste sistema a 
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pressão diastólica é mensurada e não apenas calculada) em camundongos acordados, 

seguindo o protocolo de aclimatação dos camundongos à sala de procedimento (à 25°C) 

por 45 minutos e ao contensor individual por 3 minutos. Um termômetro infravermelho 

sem contato foi utilizado para aferir a temperatura caudal que devia estar entre 32°C e 

35°C. A pressão máxima de oclusão caudal foi de 250 mmHg e o tempo de deflação foi 

20 segundos. Os dados analisados para cada camundongo proveram de uma sessão de 

10 medidas consecutivas com intervalo de 5 segundos.  

 

 

 


