
 

 
 

PAULA RODRIGUES DE BARROS 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

REATIVIDADE VASCULAR E INFLUÊNCIA DO TECIDO ADIPOSO 

PERIVASCULAR (PVAT) NO MODELO DE ENVELHECIMENTO 

SAMP-8 

 

 

 

 

 

Relatório apresentado ao Programa de Pós-

Graduação em Farmacologia do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo, para a obtenção do título de Mestre em 

Ciências.  

 
 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2019 



 

 
 

PAULA RODRIGUES DE BARROS 

 

 

 

 

 

 

REATIVIDADE VASCULAR E INFLUÊNCIA DO TECIDO ADIPOSO 

PERIVASCULAR (PVAT) NO MODELO DE ENVELHECIMENTO 

SAMP-8 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 

de Pós-graduação em Farmacologia do 

Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, para 

obtenção do Título de Mestre em 

Ciências  

 

Área de concentração: Farmacologia 
 

Orientadora: Profa Dra Eliana Hiromi 

Akamine 

 

Versão Original 

 

 

 

São Paulo 

2019 



 

 
 

 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

 

 

 
Candidato(a): Paula Rodrigues de Barros    
 
 
 
 
Titulo da Dissertação: Reatividade vascular e influência do Tecido Adiposo Perivascular 

(PVAT) no modelo de envelhecimento SAMP-8 

 

 
 
Orientador: Prof(a) Dra. Eliana Hiromi Akamine    
 
 
A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertação de Mestrado, em sessão 

pública realizada a ........./......../.........., considerou o(a) candidato(a): 

 
  (        ) Aprovado(a)  (       ) Reprovado(a) 
 
 
Examinador(a):  Assinatura: ............................................................................... 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

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

 

 



 

 
 

 
 

 
 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória 

In memoriam ao meu vozinho. 

À minha família, em especial a meu querido pai, vozinha, meus queridos 

tios e minha mãe. 



 

 
 

AGRADECIMENTOS 

Muitas pessoas passaram por mim durante a pós-graduação e para todos que me 

acompanharam nesta fase da minha vida deixo aqui meu muito obrigada! O 

conhecimento que cada um de vocês me deu não caberia nesta dissertação. 

 

Profa. Dra. Eliana Hiromi Akamine. Você é um exemplo de pesquisadora que levarei 

para minha carreira acadêmica. Agradeço por ter aberto as portas de seu laboratório 

e ter me recebido como sua aluna. Obrigada pelo incentivo ao longo da pós-

graduação e por ter me ajudado em todos os momentos de minha formação. 

 

Profa. Dra. Ana Paula Dantas do Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i 

Sunyer, Universidade de Barcelona.  Obrigada por ter gentilmente contribuído com 

este trabalho cedendo as matrizes de camundongos SAMP-8 e SAMR-1 utilizados 

nos experimentos. 

 

Profa. Dra. Rita Tostes e o seu laboratório, por colaborar na realização dos 

experimentos de determinação do conteúdo tecidual de ânion superóxido pelo 

método de quimioluminescência da lucigenina. 

 

Muitos professores contribuíram para o meu amadurecimento científico e 

conhecimento durante minha pós-graduação o qual externo meus agradecimentos. 

Aos senhores (as) o meu respeito e admiração. 

 

Meu muito obrigada a equipe do Laboratório de Biologia vascular e Hipertensão: 

Dra.Renée de Nazaré Oliveira da Silva, Msc.Carolina Midori Hashimoto, Dra.Cinthya 

Echem, Dra.Vanessa Oliveira, Msc.Aline Carla Inada, Maria Aparecida de Oliveira, 

Sônia Leite, Marta Rodrigues, Bruno Marques, Dr.Stephen Rodrigues, Vanessa 

Miyoshi e Rosangela dos Santos-Eicheler. 

 

Em especial a meus colaboradores neste trabalho: Renée e Tiago, que dedicaram 

seu tempo revisando e contribuindo para realização deste trabalho. Vocês têm 

minha admiração como pesquisadores e fico muito feliz de tê-los como amigos 

nessa jornada acadêmica. 



 

 
 

A pós-graduação do Departamento de Farmacologia e seu suporte administrativo. 

Agradecimentos especiais 

A meu Pai e Dinda que são meus exemplos de professores, tenho muito orgulho de 

vocês! E toda nossa família por sempre ter apoiado e incentivado uns aos outros em 

seus estudos. Ficar longe de vocês é meu maior sacrifício! 

 

Ao meu companheiro de carreira, de alegrias e sonhos, André Teles, você fez da 

pós-graduação e da vida em SP mais leve e tranquila! Meu muito obrigada por todo 

apoio e carinho. Esta conquista que é a conclusão de uma pós-graduação não seria 

a mesma sem você! 

 

A minha família em SP, a casa mais amor do Butantã: Martina, Mathias, André e 

(por que não?) Giovana. Vocês são meu maior presente dessa mudança de vida, 

muito obrigada por todo o companheirismo, amadurecimento e conhecimento que 

vocês me deram! Guardarei a amizade de cada um.  

 

A “família fármaco” amigos desde a “Pensão do Ratinho” até o “Bandex”. Obrigada 

por todas conversas e almoços com vocês, nem que fosse só pra lamentar o 

experimento que deu errado ou comemorar aquele resultado que você tanto espera! 

Obrigada por me mostrar que não só de “ciência” vive o pós-graduando e que a 

união nós deixa mais fortes. 

 

As minhas irmãs de coração Jules e Karol por serem as melhores amigas que eu 

poderia ter e aguentarem toda a minha ausência e correria durante esta fase, mas 

sempre me recebendo com um ombro amigo e uma alegria de viver contagiante, 

mesmo à distância! Obrigada meninas! 

 

A aluna Paula Rodrigues de Barros e a orientadora Profa. Dra. Eliana Hiromi 

Akamine agradecem a Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado de São Paulo 

(FAPESP), a Coordenadoria de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(Capes) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq) pelo suporte financeiro para desenvolvimento desta pesquisa. 

 



 

 
 

A Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela 

bolsa de estudos na modalidade doutorado, fundamental para o desenvolvimento 

inicial deste estudo. Código de financiamento 001 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 

RESUMO 
 

Barros P. R. Reatividade vascular e influência do Tecido Adiposo Perivascular 
(PVAT) no modelo de envelhecimento SAMP-8. 2019. 74f. Dissertação (Mestrado 
em Farmacologia) - Instituto de Ciências Biomédicas. Universidade de São Paulo. 
São Paulo, 2019. 
 
O envelhecimento promove alterações vasculares e aumenta o risco para doenças 
cardiovasculares. O PVAT é capaz de secretar fatores que modulam a função 
vascular de maneira parácrina, mas a influência do envelhecimento na função do 
PVAT ainda é pouco compreendida. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 
reatividade vascular e a influência do PVAT da aorta torácica de camundongos 
SAMP-8 e seus controles SAMR-1 machos. Realizamos curvas concentração-
resposta para acetilcolina (ACH), nitroprussiato de sódio (NPS) e noradrenalina 
(NOR) em anéis de aorta torácica, na ausência (PVAT-) e presença (PVAT+) de 
PVAT, de camundongos aos 3 meses de idade. Para avaliar os mecanismos 
envolvidos na contração, realizamos curvas na ausência do endotélio ou na 
presença de inibidor da sintase de óxido nítrico (NOS) ou incubadas com as enzimas 
antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A expressão proteica 
da eNOS total e fosforilada em serina1177 (p-eNOS), CAT, Cu/Zn-SOD e Mn-SOD, e 
a geração de ânion superóxido foram avaliadas na aorta torácica e PVAT. A 
resposta máxima (Rmax) induzida pela ACH foi reduzida em anéis PVAT- e PVAT+ 
de SAMP-8 em relação aos respectivos anéis de SAMR-1, enquanto a sensibilidade 
ao NPS foi reduzida apenas em anéis PVAT+. Em anéis PVAT-, a Rmax à NOR foi 
aumentada em SAMP-8 em relação aos SAMR-1. A Rmax à NOR foi reduzida em 
anéis PVAT+ em relação aos anéis PVAT- de SAMP-8, de modo que não houve 
diferença nos anéis PVAT+ entre as duas linhagens. A remoção do endotélio e a 
inibição da NOS aumentaram a Rmax à NOR em anéis PVAT- e PVAT+ de SAMR-1, 
sendo que em SAMP-8 houve aumento apenas nos anéis PVAT+. O conteúdo 
proteico da eNOS total em aorta torácica e PVAT não foi diferente entre as duas 
linhagens. A p-eNOS em aorta sem estímulo com NOR foi semelhante entre as duas 
linhagens, mas, sob estímulo, a p-eNOS foi reduzida em aorta de SAMP-8 em 
relação aos SAMR-1. Na condição basal, a p-eNOS foi reduzida no PVAT de SAMP-
8 em relação aos SAMR-1. O estímulo com NOR reduziu a p-eNOS no PVAT de 
SAMR-1, mas não de SAMP-8, em relação à condição basal. A incubação com CAT, 
mas não com SOD, aumentou a Rmax à NOR em anéis PVAT+ de SAMR-1. SOD e 
CAT reduziram a Rmax à NOR em anéis PVAT-, mas não em PVAT+, de SAMP-8. 
Não houve diferença na expressão das enzimas antioxidantes na aorta e PVAT 
entre as duas linhagens. Na aorta, não houve diferença na condição basal, mas 
houve aumento da geração de ânion superóxido com estímulo de NOR em SAMP-8 
em relação aos SAMR-1. No PVAT, a geração de ânion superóxido na condição 
basal foi aumentada em SAMP-8. O estímulo com NOR aumentou a geração de 
ânion superóxido no PVAT de SAMR-1, mas não de SAMP-8, de modo que não 
houve diferença entre as linhagens. Nossos resultados mostram que aos 3 meses 
de idade camundongos SAMP-8 machos apresentam disfunção vascular, que 
envolve redução da disponibilidade de NO endotelial e desequilíbrio oxidativo, mas a 
ação anticontrátil do PVAT aparece como um mecanismo compensatório, sendo que 
NO não parece ter participação nessa ação. 
 



 

 
 

ABSTRACT 

BARROS P. R. Vascular reactivity and the influence of the Perivascular Adipose 
Tissue (PVAT) in SAMP-8 model. 2019. 74p. Dissertation (Master in Pharmacology) - 
Instituto de Ciências Biomédicas. Universidade de São Paulo. São Paulo, 2019. 
 

Aging promotes vascular changes and increases the risk for cardiovascular disease. 
PVAT is able to secrete factors that modulate vascular function in a paracrine way, 
but the influence of aging on PVAT function is still poorly understood. The objective 
of this work was to evaluate the vascular reactivity and the influence of PVAT of the 
thoracic aorta of male SAMP-8 mice and their controls SAMR-1. We performed 
concentration-response curves for acetylcholine (ACH), sodium nitroprusside (NPS) 
and noradrenaline (NOR) in thoracic aorta rings, in the absence (PVAT-) and 
presence (PVAT+) of PVAT from mice at 3 months of age. To evaluate the 
mechanisms involved in the contraction, we performed curves in the absence of the 
endothelium or in the presence of nitric oxide synthase inhibitor (NOS) or the 
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Protein 
expression of total and phosphorylated eNOS in serine1177 (p-eNOS), CAT, Cu/Zn-
SOD and Mn-SOD, and generation of superoxide anion were evaluated in the 
thoracic aorta and PVAT. The maximum response (MaxR) induced by ACH was 
reduced in PVAT- and PVAT+ rings of SAMP-8 in relation to the respective SAMR-1 
rings, while the sensitivity to NPS was reduced only in PVAT+ rings. In PVAT- rings, 
MaxR to NOR was increased in SAMP-8 when compared to SAMR-1. The MaxR to 
NOR was reduced in PVAT+ rings when compared to the PVAT- rings of SAMP-8, 
thus there was no difference in the PVAT+ rings between the strains. Endothelial 
removal and inhibition of NOS increased the MaxR to NOR in PVAT- and PVAT+ 
rings of SAMR-1, whereas in SAMP-8 there was increase only in PVAT+ rings. The 
protein content of total eNOS in the thoracic aorta and PVAT was not different 
between the two strains. The p-eNOS in the aorta without NOR stimulation was 
similar between the two strains, but under stimulation, the p-eNOS was reduced in 
the aorta of SAMP-8 when compared to the SAMR-1. At baseline, p-eNOS was 
reduced in the PVAT of SAMP-8 in relation to the SAMR-1. NOR stimulation reduced 
p-eNOS in the PVAT of SAMR-1, but not of SAMP-8, in relation to the baseline 
condition. Incubation with CAT, but not with SOD, increased the MaxR to NOR in 
PVAT+ rings of SAMR-1. SOD and CAT reduced the MaxR to NOR in PVAT-, but not 
in PVAT+ rings of SAMP-8. There was no difference in the expression of the 
antioxidant enzymes in the aorta and PVAT between the two strains. In the aorta, 
there was no difference in the baseline condition, but there was an increase in 
superoxide anion generation with NOR stimulus in SAMP-8 compared to the SAMR-
1. In PVAT, the generation of superoxide anion at baseline was increased in SAMP-
8. The NOR stimulation increased the superoxide anion generation in the PVAT of 
SAMR-1, but not of SAMP-8, thus there was no difference between the strains. Our 
results show that at 3 months of age male SAMP-8 mice present vascular 
dysfunction, which involves reduction of the availability of endothelial NO and 
oxidative imbalance, but the anticontractile action of PVAT appears as a 
compensatory mechanism, and NO does not seem to have a participation in this 
action. 
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1. Introdução 

1.1. Envelhecimento e as doenças cardiovasculares 

 

“Viver é envelhecer, nada mais.”  

(Simone de Beauvoir) 

 

O envelhecimento é um processo inevitável, universal, cumulativo, 

irreversível, não patológico do declínio da capacidade funcional dos sistemas 

orgânicos, fazendo com que o organismo perca a capacidade de responder ao 

estresse do meio ambiente com o avançar da idade, aumentando o risco de doenças 

e a possibilidade de morte (OMS, 2015).Entretanto, estabelecer um conceito de 

envelhecimento em sistemas biológicos é complexo, uma vez que é um processo 

generalizado que envolve diversos programas biológicos (Kovacic et al., 2011).  

Teorias pré-existentes baseadas na biologia evolutiva deram origem ao 

estudo do envelhecimento há 30 anos. A teoria evolucionista afirmava que o 

envelhecimento era um subproduto inevitável das regras da seleção natural e não 

um processo regulado passível de estudo científico (muito menos de intervenção) 

(Williams, 1957 aput Kirkwood, 2005). Posteriormente, no final do século XX foi 

observado que as taxas de envelhecimento eram drasticamente diferentes, mesmo 

dentro das mesmas espécies, e que ao reduzirmos a ingestão de alimentos por uma 

quantidade específica (em camundongos, isso equivale a 30-40% abaixo da ad 

libitum), podia-se estender o tempo médio e máximo de vida de uma ampla 

variedade de organismos (Koubova e Guarente, 2003). Assim, embora o próprio 

envelhecimento seja inevitável, a taxa de envelhecimento pode ser regulada.  

Recentemente, em uma revisão, López-Otín e colaboradores (2013) 

identificaram e categorizaram as características celulares e moleculares do 

envelhecimento, propondo ao todo nove marcadores que poderiam, em conjunto, 

determinar o fenótipo do envelhecimento; sendo eles: instabilidade genômica, 

encurtamento de telômeros, alterações epigenéticas, perda de proteostase, 

detecção inadequada de nutrientes, disfunção mitocondrial, senescência celular, 

exaustão de células-tronco e comunicação intercelular alterada. Esses processos 

estão inter-relacionados, de modo que o envelhecimento não é o resultado do mau 

funcionamento de um único parâmetro, mas sim uma combinação de mudanças 
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moleculares, que com a progressão do envelhecimento, culmina com o surgimento 

de doenças relacionadas à idade, como aterosclerose, câncer, doença de Alzheimer 

e Parkinson, dentre outras que alteram a homeostase e reduzem a qualidade de 

vida (da Costa et al., 2016; Lees et al., 2016). 

A população idosa, acima de 60 anos, está crescendo de forma exponencial e 

estima-se que em 2015 havia 48% a mais de pessoas com 60 anos ou mais em todo 

o mundo do que havia em 2000 e, até 2050, o número de pessoas mais velhas deve 

triplicar em relação ao ano 2000 (Figura 1) (United Nations, 2015).  Portanto, esse 

aumento da população idosa promoverá aumento também dos problemas e custos 

com a saúde, pois, como mencionado anteriormente, o envelhecimento é fator de 

risco para várias doenças.   

 

 

Figura 1 - Aumento da população mundial em relação a 2000, por ampla faixa etária, 2000-
2050. Adaptado de: Nações Unidas (2015). Perspectivas da População Mundial: a Revisão 
de 2015. 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) são uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade no mundo em ambos os sexo, sendo que, em países mais 

pobres, essas mortes tendem a acontecer de maneira mais precoce do que em 

países ricos (Organização Pan-Americana de Saúde, 2017). No Brasil, as doenças 

do aparelho circulatório apresentam o padrão mundial e são uma das principais 

causas de mortes no país (Ministério da Saúde, 2016a) A partir dos 50 anos de 

idade o número de mortes por doenças do aparelho circulatório dobra em 
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comparação com os indivíduos aos 40 anos de idade em todos os estados 

(Ministério da Saúde, 2016b). Dentre as regiões brasileiras, a região sudeste 

destaca-se apresentando 47% das mortes por doenças do aparelho circulatório, 

sendo o estado de São Paulo correspondente a 51% desse total (Ministério da 

Saúde, 2016b).  

O envelhecimento continua sendo o mais forte fator de risco para DCV (WHO, 

2015). As alterações moleculares decorrentes do envelhecimento no sistema 

cardiovascular tornam o envelhecimento em si um fator de risco para o 

desenvolvimento de DCV, mesmo após correção para fatores de risco 

cardiovasculares clássicos, como: fumo, sedentarismo, hipertensão arterial, dentre 

outros (Lakatta e Levy, 2003; Erusalimsky, 2009; Erusalimsky and Skene, 2009).  

Assim, com o envelhecimento da população, haverá cada vez mais carga nos 

sistemas de saúde o que implica mudanças profundas em políticas públicas de 

saúde. Para isso, será necessário melhorar nosso conhecimento sobre as alterações 

que ocorrem nos sistemas biológicos durante o envelhecimento.  

 

1.2. Sistema vascular 

 

“O homem é tão antigo quanto suas artérias” 

(Sir William Osler, 1891) 

 

O sistema cardiovascular gera fluxo adequado para o organismo, regulando, 

assim, o transporte e distribuição de substâncias essências para os tecidos, 

remoção dos metabólitos, temperatura e pH (Michelini e Rossoni, 2008). Esse 

sistema é constituído pelo coração, que gera fluxo, por vasos arteriais e venosos, 

responsáveis pela distribuição e coleta, respectivamente, e pelos capilares, que 

permitem as trocas de substâncias entre o sangue e os tecidos. O médico inglês 

William Harvey provou em seus experimentos que o sistema circulatório do ser 

humano é composto por dois circuitos que foram denominados de circulação 

pulmonar e a circulação sistêmica (Harvey, 1628). Além da rede vascular, o sistema 

circulatório inclui também os vasos linfáticos.  
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Figura 2 – Imagem representativa da estrutura e composição arterial (Adaptado de: 
Blausen.com staff (2014). "Medical gallery of Blausen Medical 2014") 
 

Os vasos sanguíneos são compostos por 3 camadas (também chamadas de 

túnicas) concêntricas: túnica adventícia (camada mais externa), média (camada 

intermediária) e íntima (camada mais interna) (Figura 2). A quantidade relativa de 

cada camada e a sua configuração modificam-se de acordo com a função do vaso 

sanguíneo.  

A túnica adventícia é a camada mais externa do lúmen do vaso. É formada 

por tecido conjuntivo, fibroblastos orientados longitudinalmente, fibras colágenas e 

elásticas, tecido adiposo perivascular (PVAT) e outros tipos de células, como 

mastócitos e macrófagos. É através da túnica adventícia que penetra uma rede de 

vasos de pequeno calibre, chamados vasa vasorum, e fibras nervosas que inervam 

o músculo liso das artérias. 

A túnica média é formada predominantemente por células musculares lisas 

(CMLs) e por fibras colágenas e elásticas. Essa camada, além de servir como 

suporte muscular da parede arterial, é responsável pela atividade vasomotora, de 

Túnica média 

Túnica adventícia Túnica íntima 

Músculo liso vascular  Endotélio   

Membrana 
elástica interna 

Membrana 
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modo que é a contração ou relaxamento das CMLs que afeta o diâmetro interno do 

vaso. 

A túnica íntima do vaso está em contato direto com o sangue circulante e é 

formada pelo endotélio, uma monocamada de células epiteliais, lâmina basal e 

lâmina elástica interna. 

O endotélio é uma monocamada de células endoteliais que funciona como 

uma barreira física entre o sangue e o tecido subjacente do vaso sanguíneo e atua 

também como um órgão endócrino capaz de produzir e liberar diferentes 

substâncias metabolicamente ativas que podem interferir com crescimento, 

migração e morte das CMLs, tônus vascular e fluidez sanguínea de acordo com 

alterações hemodinâmicas e estímulos hormonais (Colaço et al., 2016).  

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram pela primeira vez o importante 

papel das células endoteliais durante o relaxamento induzido pela acetilcolina na 

aorta isolada de coelho. Eles também demonstraram que esse relaxamento era 

produzido pela ativação de receptores muscarínicos nas células endoteliais e essa 

ativação liberava uma poderosa substância vasodilatadora que se difundia para as 

CMLs vasculares. Essa substância foi denominada "fator relaxante derivado do 

endotélio - EDRF". 

Nessa altura já se sabia sobre a produção da prostaciclina (PGI2) pelas 

células endoteliais (Moncada e Vane, 1979) e, com a proposta do papel essencial 

das células endoteliais no controle vasomotor local, laboratórios de pesquisa 

confirmaram a existência de respostas dependentes do endotélio e iniciaram a 

busca pela identidade do misterioso EDRF e o mecanismo envolvido no controle do 

tônus vascular (Vanhoutte, 2009). 

Rapoport e colaboradores (1983) observaram que alguns vasodilatadores 

dependentes do endotélio induziam relaxamento da musculatura lisa através da 

formação de GMP cíclico (GMPc) e consequente desfosforilação da cadeia leve de 

miosina de forma semelhante aos nitrovasodilatadores, como por exemplo o 

nitroprussiato de sódio (NPS).  

Apenas em 1986, durante uma sessão do simpósio "Mecanismos de 

Vasodilatação", realizada em Rochester, Furchgott e Ignarro sugeriram, 

simultaneamente, que o EDRF seria o óxido nítrico (NO) (Ignarro et al., 1987; 

Furchgott & Vanhoutte, 1989). Posteriormente, uma série de experimentos deu 
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respaldo a esta proposta e Palmer e colaboradores (1987) identificaram que o EDRF 

era o NO. Essa descoberta deu a Furchgott, Murad e Ignarro o prêmio Nobel de 

Medicina em 1998.  

Sabendo que, além da PGI2 e do NO, as células endoteliais poderiam gerar 

outros sinais que levariam a produção de diferentes EDRFs (De Mey et al., 1982) e 

que esses sinais levavam à hiperpolarização do músculo liso vascular, os 

pesquisadores sugeriram a existência de fatores hiperpolarizantes derivados do 

endotélio (EDHFs). A PGI2 (Corriu et al., 1996a; Corriu et al., 1996b) e o NO 

(Bolotina et al., 1994) também podem levar a uma hiperpolarização do músculo liso 

abrindo diretamente canais de potássio nas CML. 

Os EDHFs representam um conjunto de fatores tais como: metabólitos do 

ácido araquidônico, derivados da enzima do citocromo P450, endocanabinoides, 

peróxido de hidrogênio, sulfeto de hidrogênio (H2S), peptídeo natriurético tipo C, 

entre outras substâncias. A resposta mediada por esse fator pode ser induzida por 

diferentes agonistas, como bradicinina, acetilcolina, histamina ou substância P 

(Garland et al., 1996). Mas, também, pode ser mediada pela ativação de 

mecanosensores no vaso, como ocorre em alterações na pressão arterial e/ou na 

tensão de cisalhamento (Davies, 1995; Félétou e Vanhoutte, 2006). É importante 

frisar que os EDHFs são muito importantes para o vasorelaxamento em vasos de 

resistência (Feletou e Vanhoutte, 2006) e também podem compensar a ausência do 

NO endotelial (Ding et al., 2000; Brandes et al., 2000; Huang, et al., 2001). 

Após a descoberta dos EDHFs, logo se tornou óbvio que, em veias e artérias 

(sob certas circunstâncias), as células endoteliais poderiam também gerar fatores 

contráteis derivados do endotélio (EDCF), tais como, angiotensina-II, endotelina-1, 

prostanóides vasoconstritores, como tromboxano A2 (TXA2), prostaglandina H2 

(PGH2) e prostaglandina F2α (PGF2α), e as espécies reativas de oxigênio (EROs), 

como o ânion superóxido. 

Através do equilíbrio entre a liberação de substancias vasodilatadoras 

(EDRFs) e vasoconstritoras (ECRFs) fica clara a função primordial do endotélio na 

regulação do tônus vascular e do fluxo sanguíneo. Qualquer alteração neste 

equilíbrio pode resultar em uma disfunção endotelial, um preditor de doença 

cardiovascular. 

O NO é um gás instável, com uma vida média muito curta e de fácil difusão 
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através das membranas biológicas (Welch e Loscazo, 1994). A variedade de 

reações químicas nas quais o NO pode participar é responsável pela multiplicidade 

de ações que ele exerce no sistema vascular, tais como, vasodilatação e prevenção 

da proliferação e migração de CMLs, adesão de leucócitos e agregação plaquetária. 

A partir da descoberta do NO como um EDRF, o grupo de Salvador Moncada, 

inspirado pelo trabalho de John Hibbs em macrófagos (Hibbs et al., 1987), provaram 

que as células endoteliais eram capazes de transformar o aminoácido L-arginina em 

NO e citrulina, isolaram a fração enzimática responsável e forneceram inibidores 

para essa enzima, como o L-NG-monomethyl Arginine citrate (L-NMMA) (Palmer et 

al., 1988).  

A disponibilidade de inibidores da NO sintase (NOS) permitiu a exploração do 

papel fisiológico do NO em tecidos e órgãos isolados e no organismo intacto.  

Inibidores da NOS aumentaram a pressão arterial in vivo, (Rees et al., 1989) 

implicando o papel do mediador do endotélio na homeostase cardiovascular. No 

entanto, rapidamente ficou claro que a função do NO no organismo não está 

somente relacionada com o endotélio e que, na verdade, alterações na produção e 

disponibilidade do NO podem afetar quase todas as funções corporais (Andrew e 

Mayer, 1999; Balligand et al., 2009). 

Então, Bredt e Snyder (1990) isolaram a NOS do cérebro e foi descoberto que 

haviam 3 isoformas da enzima (Bredt et al., 1991) classificadas na ordem de sua 

clonagem: NOS neuronal (nNOS, NOS 1), NOS induzível (iNOS, NOS 2) e, 

finalmente, NOS endotelial (eNOS, NOS 3). A síntese de NO se dá pela ação da 

NOS, que utiliza L-arginina e oxigênio molecular como substratos. A eNOS é a 

isoforma predominante no endotélio e é responsável pela maioria do NO produzido 

neste tecido (Föstermann  et al., 1994). 

A elevação da concentração de cálcio citosólico e a ativação pelo complexo 

cálcio-calmodulina (Ca2+-CAM) é o principal mecanismo de ativação das isoformas 

constitutivas da NOS. O complexo Ca2+-CAM se liga ao seu sítio específico e facilita 

a transferência de elétrons do NADPH, via as flavinas FAD e FMN, no domínio 

redutase para o heme no domínio oxigenasse. O domínio oxigenase liga o cofator 

essencial tetrabiopterina (BH4), oxigênio molecular e substrato L-arginina. No heme, 

os elétrons são usados para reduzir o oxigênio para oxidar a L-arginina formando L-

citrulina e NO (Crane et al., 1998; Alderton et al., 2001). Contudo, a atividade da 
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enzima pode ser regulada também pela fosforilação em resíduos de serina (Ser), 

treonina (Thr) e tirosina (Tyr). Diferentes quinases, em estudos in vitro, foram 

capazes de fosforilar o resíduo Ser1177 da eNOS e ativá-la, como: Akt1 (Fulton et al., 

1999; Gallis et al., 1999),  proteína quinase A (PKA) e a proteína quinase ativada por 

monofosfato de adenosine (AMPK) (Chen et al., 1999; Michell et al., 2001).  

O estrógeno e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) fosforilam a 

eNOS principalmente através da Ser/Thr quinase Akt; a insulina ativa tanto Akt 

quanto AMPK; a fosforilação induzida por bradicinina é mediada por proteína 

quinase II dependente de Ca2+-CAM (CaMKII); e o estresse de cisalhamento pode 

estimular a eNOS via fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K)-Akt (Dimmeler et al., 1999; 

Fulton et al., 1999).  

O resíduo Thr495 é um sítio regulador negativo e sua fosforilação está 

associada à redução da atividade enzimática. A quinase constitutivamente ativa que 

fosforila este sítio é muito provavelmente a proteína quinase C (PKC). A 

desfosforilação do sítio Thr495 também é uma das maneiras de ativação da eNOS, 

que pode ser realizada por fosfatases, como a fosfatase 1 (PP1) (Föstermann e 

Sessa, 2012). 

Após ser sintetizado nas células endoteliais, o NO têm uma meia-vida muito 

curta e se difunde para o músculo liso, onde reage rapidamente com o ferro (Fe2+) 

do grupo heme do sítio ativo da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), 

estimulando-a a produzir a guanosina monofosfato cíclica (GMPc), que, por sua vez, 

ativa a proteína quinase  dependente de GMPc (PKG). A PKG exerce várias ações 

no músculo liso vascular, levando à hiperpolarização e desfosforilação da cadeia 

leve de miosina, inibição da interação da cabeça da cadeia leve da miosina com a 

actina, resultando em relaxamento do músculo liso vascular (Rapoport e Murad, 

1983; Castel e Vaudry, 2001). 

Alterações na conformação da eNOS, redução e/ou deficiência do co-fator 

essencial BH4, do substrato L-arginina ou na atividade das enzimas que ativam a 

eNOS podem levar a uma disfunção endotelial. 

 

1.2.1. Envelhecimento vascular: 

Uma das estruturas onde as alterações do envelhecimento são bem 

evidenciadas são as artérias elásticas, como a aorta e seus principais ramos. No 
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esquema demonstrado na Figura 3 podemos observar uma compilação das 

características observadas durante o envelhecimento nessas artérias (Whitlock e 

Hundley, 2015).  

Essas artérias encontram-se próximas ao coração e recebem o sangue com 

uma maior pressão sanguínea do ventrículo esquerdo. Para se expandir e receber o 

volume de sangue ejetado durante a sístole essas artérias têm paredes muito 

distensíveis porque possuem grande quantidade de elastina na sua camada média 

podendo se expandir e retornar ao seu estado original durante a diástole, o que 

garante que o fluxo sanguíneo seja mantido sem grandes variações durante o 

relaxamento cardíaco (Nichols, 2011; Michelini e Rossoni, 2008). 

 

Figura 3 – Efeitos do envelhecimento arterial na composição e estrutura das camadas 
vasculares. Na figura acima, a representação das principais características do 
envelhecimento na artéria aorta em comparação com um indivíduo jovem: na camada íntima 
do vaso podemos observar principalmente um espessamento desta camada, hiperplasia 
endotelial, disfunção endotelial e deposição de colágeno; a camada média apresenta 
adegradação de elastina, maior deposição de colágeno, maior proliferação de células 
musculares lisas; e na camada adventícia pode se observar uma maior deposição de 
colágeno (adaptado de: Whitlock e Hundley, 2015). 
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A espessura da parede vascular está relacionada à composição da parede 

vascular, ou seja, quantidade de músculo liso, fibras de elastina e colágeno; e a 

pressão sanguínea que o vaso terá que suportar. Devido às artérias elásticas serem 

as primeiras a receber o sangue ejetado do coração, com uma alta pressão 

sanguínea, elas são caracterizadas por terem uma parede com espessura 

tipicamente maior do que as pequenas artérias e veias (Westernhof et al., 2008; 

Michelini e Rossoni, 2008). 

Uma das características mais proeminentes do envelhecimento no sistema 

vascular é o espessamento da parede em grandes artérias elásticas, sendo que a 

espessura da camada íntima-média de artérias carótidas aumenta 2-3 vezes entre o 

20º e o 90º ano de idade (Lakatta, 1993; Lakatta e Levy, 2003). 

No envelhecimento, o aumento do espessamento íntima-média é 

acompanhado por dilatação do lúmen e aumento na rigidez, com redução na 

complacência e distensibilidade das artérias. Esse aumento, em uma determinada 

idade, prediz a coexistência de doença arterial coronariana silenciosa. O 

envelhecimento é o mais forte preditor da rigidez arterial (Vlachopoulos et al., 2010).  

Estudos post-mortem indicam que o espessamento da parede aórtica que 

ocorre com o envelhecimento consiste principalmente em espessamento da camada 

íntima, mesmo em populações com baixa incidência de aterosclerose (Virmani et al., 

1991), sendo caracterizada por aumento da deposição de colágeno e a presença de 

CMLs desorientadas (Lakatta et al., 2009). Este remodelamento arterial em 

humanos saudáveis ocorre no contexto da disfunção endotelial associada à idade 

(Celermajer et al., 1994), sendo que a disfunção endotelial é um dos principais 

mecanismos pelos quais o envelhecimento aumenta o risco de DCV (Rodríguez-

Mañas et al., 2009; Celermajer et al., 1994; Taddei et al., 1997; Gerhard et al., 

1996). 

A disfunção endotelial é claramente multifatorial. No esquema demonstrado 

na Figura 4 podemos observar alguns possíveis mecanismos envolvidos na 

disfunção endotelial induzida pelo envelhecimento, que têm como consequência um 

desequilíbrio caracterizado pelo aumento na produção de EROs, fatores 

vasoconstritores derivados da cicloxigenase (COX) e uma redução da 

biodisponibilidade do principal vasodilatador produzido pelo endotélio, o NO (Ferrari 

et al., 2003, Matz e Andriantsitohaina, 2003, Brandes et al., 2005).  
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O desequilíbrio oxidativo está relacionado com o aumento da produção de 

EROs, como o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, e 

espécies reativas de nitrogênio, como peroxinitrito (Brandes et al., 2005). 

Uma das causas de redução da biodisponibilidade de NO é a reação entre o 

NO com ânion superóxido formando o radical peroxinitrito, que é citotóxico e não 

possui ação vasodilatadora. As principais fontes geradoras de ânion superóxido em 

vasos sanguíneos de animais e humanos velhos são as mitocôndrias (Zoltan et al., 

2010; Tang et al., 2014), NADPH oxidase (Hamilton et al., 2001; Lassègue et al., 

2012) e eNOS desacoplada (Delp et al., 2008; Li e Förstermann, 2013). 

Além da reação do NO com o ânion superóxido, a redução da atividade da 

eNOS também pode contribuir para a redução da disponibilidade de NO.  A redução 

da atividade da eNOS pode ser devido à deficiência de L-arginina,  aumento de 

inibidores endógenos da eNOS, deficiência dos cofatores da eNOS ou menor 

expressão dessa enzima (Matz e Andriantsitohaina, 2003). 

Combinações desses processos ocorrendo em graus variados determinam o 

perfil geral de envelhecimento vascular de um determinado indivíduo. 
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Figura 4 – Possíveis mecanismos envolvidos na disfunção 
endotelial induzida pelo envelhecimento. Em verde, reduzido no 
envelhecimento: produção de NO, L-arginina e substratos da eNOS, 
cofatores da eNOS (tetrahidrobiopterina – BH4), expressão e/ou 
atividade da eNOS, quinases que fosforilam a eNOS (ex. Akt, AMPK, 
PKA) e, consequentemente, a vasodilatação. Em vermelho, aumentado 
no envelhecimento: inibição do sítio ativo da eNOS por análogos da L-
arginina (dimetilarginina simétrica – ADMA), atividade da iNOS, 
degradação da L-arginina por arginases, produção de tromboxano 
(TXA2), produção de radical superóxido (O2

-) e de peroxinitrito (ONOO-). 
Adaptado de El Assar et al., 2012. 

 

Apesar dos tratamentos efetivos para vários fatores de risco cardiovasculares 

estabelecidos, como hipertensão arterial e hipercolesterolemia, a incidência de 

doenças cardiovasculares deverá aumentar à medida que a população envelhece 

(Barodka et al., 2011). Assim, torna-se crucial compreender os mecanismos 

envolvidos no processo de envelhecimento e principalmente os mecanismos 

envolvidos no envelhecimento vascular para entender a biologia por trás das 

doenças cardiovasculares e buscar novos alvos terapêuticos.  

1.3. Tecido adiposo perivascular (PVAT) 

O PVAT é um tecido adiposo diferenciado que circunda a maioria dos vasos 

sanguíneos, com exceção dos vasos sanguíneos cerebrais e da microcirculação, e 

está em contato direto com a camada mais externa do vaso (adventícia) sem 
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nenhuma estrutura laminar ou barreira que os separem (Gao et al., 2007; Huang et 

al., 2008), podendo influenciar a homeostase vascular secretando mediadores e 

hormônios de forma parácrina. O PVAT é constituído por adipócitos, pré-adipócitos, 

vasa vasorum, células do sistema imunológico (ex: macrófagos, mastócitos e 

linfócitos T), fibroblastos, células-tronco e inervação (Szasz e Webb, 2012). Porém, 

de acordo com a localização do leito vascular em que o PVAT se encontra esses 

tipos celulares e as suas quantidades podem variar (Gao, 2007). 

 O PVAT possui origem celular diferente dos demais tipos de tecido adiposo. 

Como foi observado por Chang e colaboradores (2012), a deleção condicionada do 

PPARγ em células que expressam SM22α1 impedem o desenvolvimento de PVAT 

em camundongos, sem interferir no desenvolvimento dos outros depósitos, como: 

interscapular, gonadal, inguinal, subcutâneo e periepididimal. O trabalho indica que o 

SM22α, gene expresso em precursor de CMLs vasculares, deve ser expresso 

transitoriamente em células precursoras de PVAT ou que PVAT e as CML 

vasculares compartilham um precursor comum. 

Ainda não há na literatura uma classificação definitiva do PVAT. Mas 

podemos classificar os tipos celulares encontrados no PVAT de acordo com a sua 

semelhança com os tipos celulares encontrados no tecido adiposo branco, marrom e 

bege. O PVAT do segmento torácico da aorta é composto por adipócitos 

semelhantes aos marrons, por serem multiloculares, possuírem grande número de 

mitocôndrias e maior expressão da proteína desacopladora 1 – UCP-1 (Cinti, 2011; 

Fitzgibbons et al., 2011). Já o PVAT localizado no segmento abdominal da aorta e 

em artérias mesentéricas, por exemplo, é composto por adipócitos semelhantes aos 

brancos, sendo grandes e uniloculares e com uma menor área de vascularização e 

inervação (Brown et al., 2014; Padilla et al., 2013). 

Outro tipo de adipócito é o denominado bege, que possuem características 

morfológicas de adipócitos brancos, como uma vesícula de armazenamento de 

lipídeos, e de adipócitos marrons, como a expressão da proteína UCP-1 (Waldén et 

al., 2012). Ainda não está bem esclarecido na literatura se esses adipócitos estão 

presentes no tecido por meio da diferenciação e maturação de células precursoras, 

sendo sua origem embrionária diferente dos demais adipócitos, ou se originam a 

partir de transdiferenciação dos adipócitos brancos, processo chamado de 

“browning” (Bolus e Hasty, 2018). No PVAT, estudos demonstraram a presença de 



 

14 
 

adipócitos beges somente a partir do processo de “browning” (Köng et al., 2018), 

porém maiores esclarecimentos ainda são necessários (Hildebrand et al., 2018). 

O PVAT pode ser considerado um órgão endócrino que libera ácidos graxos 

livres por lipólise e várias proteínas bioativas, chamadas adipocinas, incluindo 

adiponectina, leptina e citocinas inflamatórias, como a interleucina-6 e o fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) (Aghamohammadzadeh e Heagerty, 2012). Assim como 

os tipos celulares do PVAT podem variar de acordo com o leito vascular, as 

substâncias liberadas pelo PVAT também podem variar de acordo com a sua 

localização (Galvez-Prieto et al., 2008). 

Em 1991, Soltis e Cassis foram os primeiros a sugerirem que o PVAT seria 

um regulador do tônus vascular, quando demonstraram que a presença do PVAT 

reduzia a vasoconstrição induzida por noradrenalina em aorta torácica de ratos. 

Esse efeito mediado pelo PVAT foi inibido pela desipramina, indicando a presença 

de mecanismos de captação e remoção de catecolaminas no PVAT (Soltis e Cassis, 

1991).  

Uma década depois, outro estudo importante foi realizado em ratos Sprague-

Dawley por Löhn e colaboradores (2002). Eles demonstraram que o PVAT atenua 

acentuadamente a resposta contrátil à angiotensina II, fenilefrina e serotonina, 

vasoconstritores que não estão sujeitos aos mecanismos de recaptação de 

catecolaminas, em preparações de anéis de aorta torácica. Assim, o efeito anti-

contrátil do PVAT não estaria somente relacionado à recaptação de catecolaminas, 

como demonstrado por Soltis e Cassis, mas também à liberação de fatores que 

induzem relaxamento do músuculo liso (Löhn et al., 2002).  

O mesmo grupo propôs que o PVAT liberava um fator, que chamaram de 

ADRF (fator relaxante derivado do adipócito). A liberação do ADRF era Ca2+ 

dependente, regulado por vias de sinalização intracelular envolvendo tirosina 

quinase e PKA, não dependente de terminações nervosas perivasculares e do 

endotélio. Além disso, o efeito anti-contrátil do PVAT sobre o tônus arterial 

mesentérico se daria pela abertura de canais para potássio voltagem dependentes 

(Kv), que promoveria hiperpolarização da membrana celular do músculo liso 

vascular (Verlohren et al., 2004). Estes estudos foram os primeiros a sugerirem que 

o PVAT era mais do que uma estrutura de suporte para o vaso sanguíneo e tinha um 

importante papel na regulação do tônus vascular de vasos sanguíneos com pequeno 
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e grande calibre. Em seguida, diversos trabalhos mostraram que na presença do 

PVAT, artérias e veias de diferentes espécies, incluindo humanos, exibem menores 

contrações, para uma variedade de vasoconstritores, do que quando desprovidas de 

PVAT (Soltis e Cassis, 1991; Dubrovska et al., 2004; Gollasch e Dubrovska, 2004; 

Greenstein et al., 2009), de modo que a presença desse tecido adiposo se mostra 

relacionada com efeitos vasculares benéficos em indivíduos saudáveis.  Contudo, os 

mecanismos pelos quais o PVAT promove este efeito anticontrátil podem variar de 

acordo com o agonista, leito vascular e espécie de animais estudados (Löhn et al., 

2002; Gao et al., 2007; Weston et al., 2013; Margaritis et al., 2013).  

Atualmente, sabemos que o PVAT pode liberar vários fatores vasodilatadores, 

como ADRF (Löhn et al., 2002; Dubrovska et al., 2004; Verlohren et al., 2004; 

Gálvez et al., 2006), leptina (Payne et al., 2010; Dashwood et al., 2011), 

adiponectina (Meijer et al., 2013; Weston et al., 2013), angiotensina 1-7 (Lee et al., 

2009), H2O2 (Gao et al., 2007), H2S (Schleifenbaum et al., 2010), prostaglandinas 

(Ozen et al., 2013), palmitato (Lee et al., 2011) e NO (Gil-Ortega et al., 2010). Além 

disso, sob estímulo elétrico, o PVAT também libera fatores vasoconstritores, como a 

angiotensina II (Lu et al., 2010) e o ânion superóxido (Gao et al., 2006). 

O PVAT expressa os componentes do sistema renina-angiotensina (Gálvez-

Prieto et al., 2008) e uma maquinária complexa de produção e remoção de EROs e 

RNS (Gao et al., 2006; Gao et al., 2007; da Costa et al., 2016), contendo, entre 

outras, NADPH oxidase (Marchesi et al., 2009), eNOS (Dashwood et al., 2007; Xia et 

al., 2016), Cu/Zn-superóxido dismutase (SOD) e Mn-SOD (Victorio et al., 2016; 

Baltieri et al., 2018). A produção de hormônios esteroides estradiol, cortisol e 

aldosterona (Briones et al., 2012; Victorio et al., 2016) pelo PVAT também é 

possível, embora ainda não totalmente comprovada (Szasz e Webb, 2012; Assersen 

et al., 2018). 

Há evidências que a interação entre o PVAT e a parede vascular é 

bidirecional, permitindo que o PVAT atue como um sensor do estresse oxidativo e 

inflamação vascular e, em resposta, há uma alteração em seu comportamento 

secretor e consequentemente seus efeitos parácrinos na parede vascular (Margaritis 

et al., 2013). 

Uma razão significativa para investigar o PVAT é a perda do efeito 

anticontrátil do PVAT em DCV e fatores de risco. Gao e colaboradores (2005) 
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demonstraram que o efeito anticontrátil do PVAT parece estar perdido em um 

modelo animal de obesidade, apesar de maiores quantidades de PVAT. Da mesma 

forma, o nosso grupo demonstrou que a obesidade, induzida por dieta hiperlipídica, 

inibe a ação anticontrátil do PVAT em artérias mesentéricas (Hashimoto, 2016). 

Esses achados sugerem que o PVAT pode desempenhar um papel na patologia das 

DCV. 

Fang e colaboradores (2009) mostraram que em ratos normotensos velhos, a 

produção endógena de H2S em aorta e PVAT estava diminuída. Kong e 

colaboradores (2018) demonstraram que o envelhecimento induz uma redução do 

“browning” no PVAT de aorta torácica de ratos hipertensos SHRs e sugeriram que a 

adenosina pode ser um potencial ADRF, que está reduzida no PVAT de aorta 

torácica de animais velhos. Portanto, a ação anticontrátil do PVAT parece ser 

prejudicada no envelhecimento, que é um fator de risco para DCV, de modo que o 

PVAT é um potencial alvo terapêutico.  

Apesar de alterações vasculares já terem sido caracterizadas durante o 

envelhecimento, aspectos do PVAT no envelhecimento ainda são pouco conhecidos 

e permanece a questão de quando, temporalmente, as mudanças no PVAT ocorrem 

em relação à disfunção endotelial. Por isso, há uma necessidade de se explorar a 

sua função e mecanismos envolvidos nesta condição, que poderiam apontar novos 

alvos terapêuticos para prevenção e/ou tratamento de doenças cardiovasculares em 

indivíduos idosos (Akoumianakis et al., 2016). 

1.4. SAMP-8 - Modelo murino de envelhecimento 

O maior desafio em estudar as alterações e mecanismos envolvidos no 

processo de envelhecimento é a longa duração dos estudos. Nesse sentido, o 

SAMP-8 (do inglês, senescence-accelerated mouse prone - 8 ) é considerado um 

modelo animal útil para o estudo do processo de envelhecimento (Takeda et al., 

1981).   

A linhagem de camundongos SAMP é considerada um modelo de 

envelhecimento precoce e foi desenvolvida a partir do cruzamento entre irmãos da 

linhagem AKR/J, modelo murino para estudos de leucemia, que apresentavam 

características de exaustão severa. Dentro do mesmo grupo de AKR/J havia 

padrões diferentes de envelhecimento entre os animais e os autores estabeleceram 

um score de envelhecimento que pontuava as características como falta de brilho na 
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pelagem, rugosidade da pele, lesões oftalmológicas e tempo de vida (Hosokawa et 

al., 1983).  

A partir deste score, foi realizado o cruzamento entre machos e fêmeas que 

obtiveram score mais elevado e, após cinco cruzamentos, as características 

avaliadas se mantiveram e passaram a ser desenvolvidas mais precocemente, 

surgindo assim a linhagem SAMP. Dentre esses, havia os animais que, com a 

mesma faixa etária, não desenvolviam envelhecimento precoce – score baixo – e, 

por isso, foram denominados “resistentes à senescência acelerada” (SAMR).  

Atualmente são descritas nove linhagens de SAMP (SAMP- 

1/2/3/6/7/8/9/10/11) e três de SAMR (SAMR-1/4/5). As linhagens foram 

caracterizadas de acordo com determinadas características em comum. Por 

exemplo, a linhagem SAMP-8, SAMP-6 e SAMP-10 foram amplamente utilizadas 

como modelo de déficit cognitivo, devido a alterações cerebrais semelhantes a da 

doença de Alzheimer; além de disfunção cardíaca e desregulação do sistema 

imunológico (Butterfield e Poon, 2005; Forman et al., 2011).  

Fêmeas da linhagem SAMP-8 apresentam alterações vasculares similares às 

observadas com o envelhecimento cronológico, pois apresentam aumento na 

vasoconstrição induzida por fenilefrina e U46619 (análogo do TXA2) e redução na 

vasodilatação induzida por acetilcolina, que aparecem apenas a partir dos 6 meses 

de idade (Novella et al., 2010; Novella et al., 2013). Machos de camundongos 

SAMP-8 também apresentam alterações da reatividade vascular aos 6-7 meses de 

idade (Lloréns et al., 2007), porém a avaliação temporal das  alterações vasculares 

no modelo SAMP-8 até agora só foram bem caracterizadas em fêmeas (Jiménez- 

Altayó et al., 2013; Novella et al., 2013; Onetti et al., 2013; Dantas et al., 2014).  

Fêmeas de camundongos SAMP-8 apresentam menor déficit de memória do 

que machos na mesma idade (Flood et al., 1995), sendo que os machos já 

apresentam discreta alteração aos dois meses de idade (Miyamoto et al., 1986) e 

aos quatro meses de idade já apresentam marcado déficit de memória, aumento da 

ansiedade e depressão (Yanai e Endo, 2016). Os hormônios sexuais femininos 

conferem proteção no sistema vascular tanto em modelos experimentais de 

hipertensão arterial como em mulheres hipertensas (Dantas et al., 2002; Ong et al., 

2008). Portanto, machos de camundongos SAMP-8 podem apresentar alterações 

vasculares em idade mais jovem do que fêmeas. Assim, com esse estudo 
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pretendemos caracterizar as alterações vasculares e a ação anticontrátil do PVAT 

em machos de camundongos SAMP-8 com 3 meses de idade, validando esse 

camundongo como modelo para os estudos que buscam entender os mecanismos e 

alvos terapêuticos para o envelhecimento vascular. 
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2. OBJETIVO 

Avaliar a reatividade vascular e a influência do PVAT da aorta torácica de 

camundongos SAMP-8 e seus controles SAMR-1 machos. 

 

2.1.Delineamento experimental 

- Avaliar o relaxamento, dependente do endotélio e induzido por doador de NO, e a 

contração em aorta torácica, na ausência e presença de PVAT, de camundongos de 

3 meses de idade. 

- Avaliar a modulação da contração pelo endotélio e NO em aorta torácica, na 

ausência e presença de PVAT, de camundongos de 3 meses de idade. 

- Avaliar a influência de EROs na contração em aorta torácica, na ausência e 

presença de PVAT, de camundongos SAMP-8 de 3 meses de idade. 

- Avaliar o conteúdo da eNOS fosforilada em serina1177 e enzimas antioxidantes e 

geração de ânion superóxido na aorta torácica e PVAT de camundongos SAMP-8 de 

3 meses de idade. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os 

preceitos da lei brasileira nº 11.794 e com as normas editadas pelo Conselho 

Nacional de Controle e Experimentação Animal (CONCEA). O projeto foi avaliado e 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de 

Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade de São Paulo (USP) sob o número 

73/2016 e 82/2017. As matrizes de camundongos SAMP-8 e SAMR-1 foram cedidas 

pela Dra. Ana Paula Dantas do Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i 

Sunyer, Universidade de Barcelona. As linhagens SAMP-8 e SAMR-1 foram 

mantidas com o cruzamento entre irmãos no Biotério do Departamento de 

Farmacologia (ICB/USP). Os animais foram acondicionados em caixas de 

polipropileno, que foram alojadas no Biotério do Departamento de Farmacologia, em 

ambiente com temperatura controlada (22 ± 2ºC) e ciclo claro-escuro (12 horas/12 

horas) com livre acesso à ração e água. 

 

3.2. Caracterização 

3.2.1. Evolução ponderal e consumo de ração, calorias e água 

Um grupo de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 foram pesados 

semanalmente e o consumo semanal médio de ração, calorias e água foi 

determinado a partir dos 21 dias de vida (dia do desmame) até o dia da eutanásia 

aos 3 meses de idade, equivalente a 9 semanas de acompanhamento.  

 

3.2.2. Glicemia, comprimento naso-anal e obtenção do sangue e tecidos 

Os camundongos com 3 meses de idade foram anestesiados com tiopental 

sódico (50 mg/kg, i.p.) na sala de experimentação do biotério e transportados em 

uma caixa apropriada para o laboratório. A glicemia foi determinada por fitas reativas 

“OneTouch-Ultra” e glicosímetro “OneTouch-Lifescan” (Johnson & Johnson, EUA) 

em amostra de sangue obtida por punção caudal no animal em restrição total de 

alimentos por 4 horas. 

Em seguida, o comprimento naso-anal dos camundongos foi aferido com 

auxílio de uma régua e as amostras de sangue foram coletadas por punção do 

ventrículo esquerdo e transferidas para tubos contendo EDTA (BD Biosciences). 
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Então, as cavidades torácica e abdominal foram abertas e foram removidos: aorta 

torácica, depósitos de gordura periepididimal, retroperitoneal, inguinal e 

interscapular, músculo gastrocnêmio, coração e tíbia (esquerda). Aorta torácica foi 

colocada em uma placa contendo solução nutriente Krebs-Henseleit modificado 

(composição em mM: NaCl 130; KCl 4,7; NaHCO3 14,9; CaCl2.2H2O 1,6; KH2PO4 

1,18; MgSO4.7H2O 1,17; EDTA 0,026; e glicose 5,5). 

 

3.2.3. Índice de Lee, conteúdo de gordura e massa magra 

O índice de Lee foi determinado utilizando-se a fórmula: [massa corporal1/3 (g) 

/comprimento naso-anal (cm)] x 100. A massa das gorduras (periepididimal, 

retroperitoneal, inguinal e interscapular) e do músculo gastrocnêmio foram corrigidas 

pela massa corpórea aos 3 meses de idade. A massa do ventrículo esquerdo foi 

corrigida pelo comprimento da tíbia.  

 

3.2.4. Concentração plasmática de colesterol total e triglicérides 

A partir das amostras de sangue foi obtido o plasma dos animais por 

centrifugação (3.000 rpm por 15 minutos) e os lipídeos foram dosados por ensaios 

colorimétricos (kits Liquiform, Labtest, Brasil).  

  

3.3. Reatividade vascular 

A aorta torácica foi removida como descrito anteriormente e a região 

descendente da aorta torácica foi seccionada em quatro anéis transversais de 2,0 

mm de comprimento que foram separados da seguinte maneira: 

- o endotélio e o PVAT foram mantidos íntegros – PVAT(+); 

- o endotélio foi mantido íntegro e o PVAT foi removido – PVAT(-); 

- o endotélio foi removido mecanicamente com a fricção do lúmen com uma 

haste metálica e o PVAT foi mantido íntegro – PVAT(+)/E(-); 

- o endotélio e o PVAT foram removidos – PVAT(-)/E(-). 

Os anéis foram, então, transferidos para cubas de miógrafo de força 

(MultWire Myograph System 620M, DMT, Dinamarca), preenchidas com solução de 

Krebs-Henseleit gaseificada com 95% de O2 e 5% de CO2, e fixados com dois 

ganchos de aço inoxidável, inseridos no lúmen dos anéis, para medida de tensão 

isométrica. O miógrafo foi conectado a um sistema de aquisição de dados 
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(PowerLab, ADInstruments, Austrália) e a um computador para registro das 

respostas vasculares.  

Após a montagem dos anéis nas cubas, as preparações foram mantidas sob 

tensão basal de 1,0 g por 45 minutos a 37ºC para estabilização, com trocas de 

solução nutriente e ajuste de tensão a cada 15 minutos. Esta tensão basal foi a 

tensão que resultou na força contrátil máxima padronizada em experimentos 

anteriores no laboratório (Soares et al., 2017). Após o período de estabilização, 

solução de cloreto de potássio (KCl, 96 mM) foi adicionada à cuba e mantida durante 

15 minutos, com a finalidade de avaliar a integridade do músculo liso. A presença ou 

não do endotélio foi avaliada pelo relaxamento induzido pela acetilcolina (10-5 M) em 

anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina (10-7 M, concentração que produz 50% 

da resposta máxima). 

A contração ao KCl foi semelhante entre os anéis tanto da linhagem SAMR-1 

(PVAT-: 0,79 ± 0,05 g; PVAT+: 0,78 ± 0,06 g; PVAT-/E-: 0,78 ± 0,10 g; PVAT+: 0,78 

± 0,16 g) quanto da linhagem SAMP-8 (PVAT-: 0,88 ± 0,03 g; PVAT+: 0,94 ± 0,04 g; 

PVAT-/E-: 0,77 ± 0,11 g; PVAT+: 0,81 ± 0,13 g). O endotélio foi considerado íntegro 

quando o relaxamento induzido pela acetilcolina foi superior a 70% para os 

camundongos SAMR-1 e a 60% para os SAMP-8. Anéis em que o endotélio foi 

removido foram incluídos no estudo se o relaxamento fosse inferior a 10% nas duas 

linhagens. 

Após o procedimento de padronização e nova estabilização de 30 minutos, 

foram realizadas as curvas concentração-resposta para o vasoconstritor 

noradrenalina (agonista adrenérgico não-seletivo) e, após lavagem com solução de 

Krebs-Henseleit e um novo período de estabilização foram realizadas as curvas 

concentração-resposta para os vasodilatadores acetilcolina (agonista muscarínico, 

vasodilatador dependente do endotélio) e nitroprussiato de sódio (NPS, doador de 

NO) em anéis pré-contraídos com fenilefrina. Durante a realização dos 

experimentos, a ordem de realização das curvas foi alternada. 

Em uma série de experimentos, as curvas concentração-resposta para 

noradrenalina foram realizadas na presença do inibidor da NOS L-NAME (10-4 M) ou 

inibidor não seletivo da COX indometacina (10-5 M) ou a enzima que decompõe o 

H2O2 catalase (100 U/ml) ou SOD (150 U/ml), adicionados 30 minutos antes do início 

da curva.  
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Ao final do experimento, a contração induzida por KCl (96 mM) durante 60 

min foi avaliada em anéis E(+) com a finalidade de avaliar se a presença do PVAT 

compromete mecanicamente a capacidade de contração do músculo liso. A resposta 

de relaxamento foi expressa como porcentagem de relaxamento da contração 

induzida pela fenilefrina e a resposta de contração foi expressa como aumento da 

tensão a partir da tensão basal (g). 

 

3.4. Western blotting 

3.4.1. Coleta dos tecidos 

Para realização dos experimentos de Western blotting e determinação do 

conteúdo de ânion superóxido, o segmento torácico da aorta, com o PVAT mantido 

íntegro (PVAT+), foi dividido em duas partes e transferidos para tubos contendo 1 ml 

de solução de Krebs-Henseleit aquecida a 37ºC e gaseificada com 95% de O2 e 5% 

de CO2. Em seguida, os tubos foram mantidos em estufa a 37ºC por 10 minutos. Em 

seguida, os segmentos de aortas PVAT+ foram transferidos para um novo tubo 

contendo 1 ml de solução de Krebs-Henseleit aquecida e gaseificada contendo 

noradrenalina (10-5 M) ou tubo contendo apenas 1 ml de solução de Krebs-Henseleit 

(basal). Em experimento prévio, onde se avaliou o tempo de incubação  (5, 10, 20 e 

30 minutos) com noradrenalina, o tempo de 10 minutos foi escolhido porque foi o 

tempo  em que houve aumento da fosforilação da eNOS em comparação ao basal 

sem promover saturação. Após 10 minutos de incubação, as aortas PVAT+ foram 

retiradas dos tubos e colocadas em solução de Krebs-Henseleit gelada contendo 

ortovanadato de sódio (10-1 M), fluoreto de sódio (10-1 M) e pirofosfato de sódio (10-

1), para inibição de fosfatases. O PVAT foi separado da aorta e ambos foram 

banhados em solução de Krebs-Henseleit gelada, secados em papel filtro e 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos em -80°C. 

 

3.4.2. Western blotting 

Os tecidos mantidos a -80°C foram pulverizados em almofariz de porcelana 

com auxílio de um pistilo, homogeneizados e incubados por 30 minutos com tampão 

de lise RIPA (Thermo Scientific) a 4°C. Os extratos do PVAT foram, primeiramente, 

centrifugados a 3.500 g, a 4°C, por 5 minutos para separação da gordura e, 

posteriormente, os extratos teciduais do PVAT e da aorta, foram centrifugados a 
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10.000 g, a 4°C, por 30 minutos para a remoção do material insolúvel. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi removido e utilizado para a quantificação do 

conteúdo proteico total, utilizando-se o método BCA (ácido bicincônínico, Thermo 

Scientific). Após a quantificação de proteínas, as amostras foram tratadas e 

armazenadas com tampão de Laemmli  contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM). 

Posteriormente, 30 μg de proteínas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 

(SDS PAGE, 10%) e submetidos à eletroforese em aparelho para mini gel (BioRad, 

Hercules, EUA) a 100 V. Em cada gel foi aplicado também um marcador de peso 

molecular com valores estabelecidos. A transferência das proteínas separadas no 

gel foi feita overnight eletricamente para uma membrana de PVDF ou Nitrocelulose, 

utilizando-se aparelho da BioRad a 230 mA.  

As membranas foram, então, incubadas com solução bloqueadora, 

constituída por TBS-T (Tris, 10 mM, pH 7,4; NaCl, 150 mM; Tween 20, 0,02%) e 

albumina bovina (3% ou 5%), em temperatura ambiente por 1 hora, para reduzir as 

ligações inespecíficas dos anticorpos na membrana. Posteriormente, as membranas 

foram incubadas individualmente com os anticorpos primários (Tabela 1) diluídos em 

solução bloqueadora, por aproximadamente 14 horas a 4°C. Em seguida, as 

membranas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com solução TBS-T  em 

temperatura ambiente e incubadas com os anticorpos secundários IgG conjugados 

com peroxidase, diluídos em solução bloqueadora. O procedimento de lavagem foi 

repetido e, então, as membranas foram reveladas com solução quimioluminescente 

como descrito pelo fabricante do kit (Clarity Max™ Western ECL Substrate, Biorad). 

A quimioluminescência foi detectada em um fotodocumentador (Chemidoc) e a 

intensidade das bandas foi quantificada por densitometria óptica através da 

utilização do programa ImageJ (NIH, EUA). A densidade óptica foi normalizada pela 

densidade óptica das bandas coradas com Ponceau da respectiva amostra 

(Romero-Calvo et al., 2010) e os valores expressos em unidade arbitrária (UA). 
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Tabela 1 –  Anticorpos utilizados para Western blot 

Anticorpos Primários Diluição Marca Nº Catálogo 

Phospho-eNOS (Ser1177) 1:1000 Cell Signalling #9571 

eNOS 1:1000 BD #610297 

Mn-SOD 1:1000 Usptate #06-984 

Cu/Zn-SOD 1:1000 Upstate #07-403 

Catalase 1:2000 Sigma #C0979 

 

3.5. Determinação do conteúdo tecidual de ânion superóxido pelo método de 

quimioluminescência da lucigenina 

A geração de ânion superóxido na aorta e no PVAT foi avaliada por ensaio de 

quimioluminescência, utilizando a lucigenina como aceptor de elétrons e NAD(P)H 

como substrato, como descrito anteriormente (da Costa et al., 2018). O 

procedimento foi realizado em aorta e PVAT, basal ou estimulado como descrito no 

item 3.4.1. Os tecidos foram colocados em tubos individuais no tampão de trabalho 

(KH2PO4, 50 mM; EGTA, 1 mM; sacarose, 150 mM, pH 7,4). Os ensaios foram 

realizados em volume final de 100 μL, contendo amostra, lucigenina (5 μL), 

NAD(P)H (0,1 mM) e tampão. A luminescência foi medida por 30 ciclos de 18 

segundos cada. A geração de ânion superóxido foi expressa em unidades relativas 

de luminescência normalizada pelo peso seco do tecido em relação ao sinal basal. 

 

3.6. Análise estatística 

A resposta máxima e o log da EC50 (log da concentração que induz 50% da 

resposta máxima) foram obtidos a partir da análise de regressão não linear para 

cada curva concentração-resposta. Os resultados são mostrados como média ± erro 

padrão da média. A análise estatística foi realizada por teste t-Student ou análise de 

variância (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, seguida de teste de 

múltiplas comparações Tukey. O nível de significância aceito foi P < 0,05. O n 

representa o número de animais avaliados. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Caracterização do modelo experimental 

4.1.1 Evolução ponderal, consumo de água e ração 

Camundongos SAMP-8 apresentaram menor massa corpórea em 

comparação com os camundongos SAMR-1 da mesma idade (Figura 5A).  

Os animais SAMP-8 já apresentaram menor peso em relação ao SAMR-1 no 

momento do desmame e essa diferença de peso se manteve até os 3 meses de 

idade. O consumo de ração e água pelos camundongos SAMP-8 foi reduzido em 

relação ao consumo de camundongos SAMR-1 (Figura 5B e C).  

 

  

Figura 5 - Massa corpórea ao longo de 9 semanas (A) e consumo médio por semana 
de ração (B) e água (C) de camundongos SAMR-1 e SAMP-8. No gráfico A: cada ponto 
representa média ± EPM; * P < 0,05 (ANOVA duas vias); n = 10 animais/grupo. Nos 
gráficos B e C: as barras representam média ± EPM; * P < 0,05 (Teste t); n = 10. 
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4.1.2. Índice de Lee, massa dos depósitos de gordura, massa magra e do 

ventrículo esquerdo 

O índice de Lee (Figura 6A), massas dos depósitos de tecido adiposo branco 

retroperitoneal (Figura 6B) e periepididimal (Figura 6C) e marrom interscapular 

(Figura 6D), massa do músculo gastrocnêmio (Figura 6E) e a massa do ventrículo 

esquerdo (Figura 6F) de camundongos SAMP-8 foram semelhantes aos dos 

camundongos SAMR-1.   

 
Figura 6 - Índice de Lee {[peso corporal1/3(g)/comprimento naso-anal (cm)] x 100} (A), 
massa relativa dos depósitos de gorduras retroperitoneal (B), periepididimal (C) e 
interscapular (D), massa do gastroecnêmio (E) e massa do ventrículo esquerdo (F) de 
camundongos SAMR-1 e SAMP-8 aos 3 meses de idade. As barras representam 

média ± EPM. Teste t: P > 0,05. N = 10 animais/linhagem.  
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4.1.3. Parâmetros bioquímicos 
 

A glicemia (Figura 7A) e a concentração plasmática de colesterol total e 

triglicerídeos (Figura 7B) foram semelhantes em camundongos SAMP-8 e SAMR-1. 

 
Figura 7 - Glicemia e concetração plasmática de colesterol total e triglicerídeos. Colesterol 
total (A), triglicerídeos (B) e glicemia (C) de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 aos 3 meses 
de idade. As barras representam média ± EPM. Teste t: P > 0,05. N = 10 animais/linhagem. 

4.2. Relaxamento dependente do endotélio e influência do PVAT em 

camundongos com 3 meses de idade 

A acetilcolina promoveu relaxamento dependente de concentração nos anéis 

de aorta torácica de camundongos SAMP-8 e SAMR-1, tanto na ausência (PVAT-) 

quanto na presença (PVAT+) de PVAT (Figura 8A e 8B). A comparação entre as 

curvas mostrou que o relaxamento induzido pela acetilcolina foi menor em anéis 

PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMP-8 em relação às curvas dos respectivos 

anéis de SANR-1 (Figura 8A e 8B). 

Em relação aos parâmetros farmacológicos das curvas concentração-reposta 

para acetilcolina, a diferença de Rmax dos anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8 

em relação aos respectivos anéis de camundongos SAMR-1 não alcançou nível de 

significância (P = 0,08), mas a diferença entre os anéis PVAT(+) de camundongos 

SAMP-8 e SAMR-1 foi significante (Figura 8C). A Rmax dos anéis PVAT(+) dos 

camundongos SAMR-1 e SAMP-8 foi semelhante à Rmax dos anéis PVAT(-) dos 

respectivos camundongos (Figura 8C). O log EC50 nos anéis PVAT(-) e PVAT(+) de 

camundongos SAMP-8 não foi diferente ao log EC50 dos respectivos anéis de 

camundongos SAMR-1, mas foi reduzido em anéis PVAT(+) em relação aos anéis 

PVAT(-) das respectivas linhagens (Figura 8D).  
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Figura 8 - Curva concentração-resposta (A e B), resposta máxima (C) e sensibilidade (D, 

log EC50) para acetilcolina em anéis de aorta torácica, na presença do endotélio e com 
(PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto, de camundongos 
SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com pós-teste de Tukey: * P 
< 0,05, SAMP-8 versus SAMR-1; # P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Número de animais 
avaliados encontra-se entre parênteses. 

4.3. Relaxamento ao doador de NO e influência do PVAT em camundongos 

com 3 meses de idade 

O NPS promoveu relaxamento dependente de concentração nos anéis de 

aorta torácica sem endotélio de camundongos SAMP-8 e SAMR-1, tanto na 

ausência (PVAT-) quanto na presença (PVAT+) de PVAT (Figura 9A). A comparação 

entre as curvas para NPS mostrou que o relaxamento, tanto em anéis PVAT(-) 

quanto PVAT(+), foi semelhante entre as linhagens (Figura 9A). Não houve 

diferença entre os anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMR-1, mas o 
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relaxamento em anéis PVAT(+) foi reduzido em relação aos anéis PVAT(-) de 

camundongos SAMP-8 (Figura 9A e 9B).  

A Rmax e o log EC50 das curvas para NPS dos anéis PVAT(-) e PVAT(+) de 

camundongos SAMP-8 foi semelhante aos respectivos anéis de SAMR-1 (Figura 9C 

e 9D). Esses parâmetros foram semelhantes entre os anéis PVAT(+) e PVAT(-) de 

camundongos SAMR-1. Contudo, a sensibilidade (log EC50) foi reduzida em anéis 

PVAT(+) em relação aos anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8, sem diferença 

para a Rmax. 

Figura 9 - Curva concentração-resposta (A e B), resposta máxima (C) e sensibilidade (D, 

log EC50) para nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis de aorta torácica, na ausência do 
endotélio (E-) e com (PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto, 
de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com pós-
teste de Tukey: # P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Número de animais avaliados 
encontra-se entre parênteses. 
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4.4. Contração induzida por agonista adrenérgico e influência do PVAT em 

camundongos com 3 meses de idade 

A noradrenalina promoveu contração dependente de concentração nos anéis 

de aorta torácica com endotélio de camundongos SAMP-8 e SAMR-1, tanto na 

ausência (PVAT-) quanto na presença (PVAT+) de PVAT (Figura 10A e 10B). A 

comparação entre as curvas para noradrenalina mostrou que a contração foi maior 

em anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8 em relação aos respectivos anéis de 

camundongos SAMR-1, mas não houve diferença entre os anéis PVAT(+) das duas 

linhagens (Figura 10A e 10B).  

A contração foi menor em anéis PVAT(+) em relação a dos anéis PVAT(-) de 

camundongos SAMP-8, mas na linhagem SAMR-1 não houve diferença entre os 

anéis PVAT(-) e PVAT(+) (Figura 10C). A Rmax em anéis PVAT(-) de camundongos 

SAMP-8 foi aumentada em relação a dos anéis PVAT(-) de camundongos SAMR-1 

(Figura 10C). Porém, em anéis PVAT(+) de camundongos SAMP-8, a Rmax foi 

similar a dos anéis PVAT(+) de camundongos SAMR-1 (Figura 10C). A Rmax foi 

reduzida nos anéis PVAT(+) em relação aos anéis PVAT(-) nos animais SAMP-8, 

mas não houve diferença entre os anéis PVAT(-) e PVAT(+) da linhagem SAMR-1 

(Figura 10C). O log EC50 nos anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMP-8 

foi semelhante aos respectivos anéis de camundongos SAMR-1. Redução na 

sensibilidade (log EC50) à noradrenalina foi observada nos anéis PVAT(+) em 

relação aos anéis PVAT(-) apenas na linhagem SAMR-1 (Figura 10D).  

A contração induzida pelo KCl em aorta torácica não foi diferente entre as 

linhagens ou modificada pela presença do PVAT (SAMR-1, PVAT-: 1,55 ± 0,09; 

SAMR-1, PVAT+: 1,52 ± 0,10; SAMP-8, PVAT-: 1,55 ± 0,11; SAMP-8, PVAT+: 1,57 

± 0,11). 
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Figura 10 - Curva concentração-resposta (A e B), resposta máxima (C) e sensibilidade (D, 

log EC50) para noradrenalina em anéis de aorta torácica, na presença do endotélio e com 
(PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto, de camundongos 
SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com pós-teste de Tukey: * P 
< 0,05, SAMP-8 versus SAMR-1; # P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Número de animais 
avaliados encontra-se entre parênteses. 
 

4.4.1. Modulação da contração pelo endotélio e NO em anéis sem e com PVAT 

A comparação entre as curvas para noradrenalina nos anéis PVAT(-) e 

PVAT(+) do SAMR-1 mostrou que a remoção do endotélio (E-) e a incubação com L-

NAME aumentaram a contração à noradrenalina em relação aos anéis com 

endotélio íntegro e não incubados com L-NAME (E+) (Figura 11A e 11B). A Rmax e 

a sensibilidade (log EC50) em anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMR-1 

também foram aumentadas quando o endotélio foi removido e na presença de L-

NAME (Figura 11C e 11D).    

Na linhagem SAMP-8, a comparação das curvas para noradrenalina, assim 



 

33 
 

como a Rmax e a sensibilidade, mostraram que a remoção do endotélio (E-) e a 

incubação com L-NAME não modificaram a contração à noradrenalina em anéis 

PVAT(-) (Figura 11E, 11G e 11H).  Entretanto, em anéis PVAT(+) do SAMP-8, a 

remoção do endotélio (E-) e a incubação com L-NAME aumentaram a contração à 

noradrenalina em relação aos anéis com endotélio íntegro e que não foram 

incubados com L-NAME (E+) (Figura 11F, 11G e 11H).  

O aumento da contração à noradrenalina promovido pela incubação com L-

NAME em anéis PVAT(-) de camundongos SAMP-8 foi menor do que aquele 

observado nos respectivos anéis de camundongos SAMR-1 (Figura 12). O efeito 

promovido pelo L-NAME foi semelhante entre os anéis PVAT(+) das duas linhagens. 

Esse efeito foi menor em anéis PVAT(+) em relação ao efeito observado em anéis 

PVAT(-) de camundongos SAMR-1, sendo que o efeito promovido pelo L-NAME foi 

semelhante em anéis PVAT(-) e PVAT(+) de camundongos SAMP-8 (Figura 12).  
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Figura 11 - Curva concentração-resposta (A, B, E e F), resposta máxima (C e G) e sensibilidade (D e H, log EC50) para noradrenalina em 
anéis de aorta torácica, na presença (E+) e na ausência (E-) do endotélio e com (+) ou sem (-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto e 
incubados com inibidor da síntese de óxido nítrico (L-NAME), de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas 
vias com pós-teste de Tukey: $ P < 0,05 versus seus respectivos anéis E(+). Número de animais avaliados encontra-se entre parênteses.
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Figura 12 - Porcentagem de aumento promovido pelo inibidor da síntese do óxido 
nítrico (L-NAME) nos anéis da aorta torácica, na presença de endotélio e com (PVAT+) 
ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) de camundongos SAMR-1 e 
SAMP-8 aos 3 meses de idade. Os dados foram expressos como média ± EPM. Teste 
ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de Tukey: * P < 0,05, SAMP-8 versus 
SAMR-1; # P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). N = 9 animais/linhagem. 

 
4.5.  Conteúdo proteico de eNOS e efeito do estímulo por noradrenalina sobre 

a fosforilação da eNOS em aorta torácica e PVAT  

4.5.1 AORTA 

Não houve diferença no conteúdo proteico da eNOS total entre as aortas de 

camundongos SAMR-1 e SAMP-8. Não houve diferença na razão p-eNOS/eNOS 

entre as linhagens na situação basal, porém, sob estímulo com noradrenalina (10-5 

M), a razão p-eNOS/eNOS foi reduzida em camundongos SAMP-8 em relação ao 

SAMR-1 (Figura 13). O estímulo com noradrenalina aumentou a fosforilação na 

serina1177 da eNOS em aorta de camundongos SAMR-1 em relação à condição 

basal, mas não houve diferença significativa. Em aorta de camundongos SAMP-8, o 

estímulo com noradrenalina não modificou a razão p-eNOS/eNOS em relação à 

condição basal (Figura 13). 

4.5.2 PVAT 

No PVAT, não houve diferença significativa do conteúdo proteico da eNOS 

total entre as linhagens.  Na condição basal, a razão p-eNOS/eNOS no PVAT de 

camundongos SAMP-8 foi reduzida em relação  a camundongos SAMR-1, mas, sob 

estímulo com noradrenalina, essa razão foi semelhante no PVAT das duas linhagens 

(Figura 13). O estímulo com noradrenalina reduziu a razão p-eNOS/eNOS no PVAT 

de camundongos SAMR-1 em relação à condição basal, mas não modificou essa 

razão no PVAT de camundongos SAMP-8 (Figura 13).  
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Figura 13 - Conteúdo proteico da eNOS total (B e D) e fosforilada em serina1177 (A e C) em aorta e PVAT, sem (basal) e com estímulo (estimulado) 
com noradrenalina, de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 aos 3 meses de idade. Os gráficos mostram a densidade ótica referente à banda da 
eNOS normalizada pela densidade ótica das bandas coradas com Ponceau e da eNOS fosforilada em serina1177 normalizada pela eNOS total das 
respectivas amostras. As barras representam média ± EPM. ANOVA-duas vias seguido pelo pós-teste de Tukey: * P < 0,05, SAMP-8 versus 
SAMR-1; $ P < 0,05, estimulado versus basal. n= 5-6 animais/grupo. 
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4.6. Modulação da contração pelas EROs em anéis sem e com PVAT 

A comparação das curvas, assim como da Rmax, mostrou que a incubação 

com SOD não alterou a resposta à noradrenalina nos anéis PVAT(-), porém 

aumentou essa resposta em anéis PVAT(+) de SAMR-1, em relação aos anéis 

controles que não foram incubados (controle) (Figura 14). Em animais SAMP-8, a 

incubação com a SOD dos anéis PVAT(-) reduziu a contração à noradrenalina. No 

entanto, nos anéis PVAT(+), a incubação com a SOD não alterou a resposta 

induzida pela noradrenalina (Figura 14).  

Não houve diferença significativa da resposta à noradrenalina na ausência 

(controle) e presença de catalase, tanto em anéis PVAT(-) quanto PVAT(+) de 

camundongos SAMR-1 (Figura 15). Em animais SAMP-8, a incubação com catalase 

dos anéis PVAT(-) reduziu a contração à noradrenalina em relação aos anéis que 

não foram incubados (controle) (Figura 15). No entanto, a incubação com catalase 

não alterou a resposta dos anéis PVAT(+) do SAMP-8 (Figura 15). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

38 
 

 
Figura 14 - Curva concentração-resposta (A, B, E e F), resposta máxima (C e G) e sensibilidade (D e H, log EC50) para noradrenalina em 
anéis de aorta torácica, com endotélio e com (PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto e incubados com 
superóxido dismutase (SOD) ou não (controle), de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com pós-
teste de Tukey: $P < 0,05, SOD versus controle, #P < 0,05, PVAT(+) versus PVAT(-). Número de animais avaliados encontra-se entre 
parênteses. 
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Figura 15 - Curva concentração-resposta (A, B, E e F), resposta máxima (C e G) e sensibilidade (D e H, log EC50) para 
noradrenalina em anéis de aorta torácica, com (PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) intacto e incubados ou 
não (controle) com catalase, de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de idade. ANOVA de duas vias com pós-teste de 
Tukey: $P < 0,05, catalase versus controle, #P < 0,05  PVAT(+) versus PVAT(-). Número de animais avaliados encontra-se entre 
parênteses. 
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4.7. Expressão das enzimas SOD e catalase e geração de ânion superóxido em 

aorta torácica e PVAT de camundongos de 3 meses de idade 

O conteúdo proteico da Cu/Zn-SOD e da Mn-SOD na aorta torácica e no 

PVAT foram semelhantes entre as linhagens (Figura 16). A expressão proteica da 

catalase foi semelhante em aortas torácicas de SAMR-1 e SAMP-8 e foi reduzida no 

PVAT dos animais SAMP-8 em relação ao SAMR-1, mas não houve diferença 

significativa (Figura 16). 

Na condição basal, a geração de ânion superóxido em aorta torácica é 

semelhante em camundongos SAMP-8 e SAMR-1. Estímulo com noradrenalina não 

modificou a geração de ânion superóxido em aorta torácica de camundongos SAMR-

1, mas aumentou a produção de ânion superóxido em aorta torácica de 

camundongos SAMP-8 (Figura 16).  

No PVAT, a geração de ânion superóxido na condição basal foi aumentada 

em camundongos SAMP-8 em relação aos camundongos SAMR-1 (Figura 16). Não 

houve diferença significativa na geração de ânion superóxido no PVAT sob estímulo 

com noradrenalina entre as linhagens, pois o estímulo aumentou a geração de ânion 

superóxido no PVAT de camundongos SAMR-1 em relação à condição basal 

(Figura 16). Contudo, é necessário aumentar o “n” amostral para a condição 

estimulada dessa linhagem (n = 3).  

4.8. Modulação da contração pelos produtos da COX em anéis sem e com 

PVAT 

A incubação com indometacina não alterou a resposta à noradrenalina nos 

anéis PVAT(-) e PVAT(+) de animais SAMR-1 e SAMP-8 (Figura 17). 
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Figura 16 - Conteúdo proteico das isoformas da superóxido dismutase (SOD), SOD-Cu/Zn (B e G) e SOD-Mn (C e H), e da catalase (D e I) e 
geração de ânion superóxido na condição basal e com estímulo de noradrenalina (E e J) em aorta e PVAT de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 
aos 3 meses de idade. Imagens representativas do blotting e da respectiva membrana corada com Ponceau (A e F). Os gráficos mostram a 
densidade ótica referente à banda das enzimas normalizada pela densidade ótica das bandas coradas com Ponceau das respectivas amostras e 
a luminescência emitida pela lucigenina normalizada pela massa do tecido. As barras representam média ± EPM. ANOVA-duas vias seguido pelo 
pós-teste de Tukey: * P < 0,05, SAMP-8 versus SAMR-1; $ P < 0,05, estimulado versus basal. n= 3-6 animais/grupo. 



 

42 
 

Figura 17 - Curva concentração-resposta (A, B, E e F), resposta máxima (C e G) e sensibilidade (D e H, log EC50) 
para noradrenalina em anéis de aorta torácica, com (PVAT+) ou sem (PVAT-) tecido adiposo perivascular (PVAT) 
intacto e incubados ou não (controle) com indometacina, de camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 meses de 
idade. ANOVA de duas vias com pós-teste de Tukey. Número de animais avaliados encontra-se entre parênteses. 
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5. DISCUSSÃO 

As principais dificuldades dos estudos experimentais da biologia vascular 

durante o envelhecimento são o tempo de espera para o animal envelhecer e o uso 

de animais em diferentes idades, que pode dificultar a interpretação dos resultados 

(Folkow e Svanborg 1993; Küng e Lüscher 1995; Zieman et al., 2001; Zhou e 

Frohlich, 2003; Llorens et al., 2005). Camundongos SAMP-8 envelhecem de forma 

acelerada e previsível, uma vantagem que permite que o trabalho experimental seja 

realizado em um tempo conveniente e padrão.  

Em fêmeas da linhagem SAMP-8, sabemos que as alterações vasculares 

similares às observadas com o envelhecimento cronológico aparecem a partir dos 6 

meses de idade (Novella et al., 2010; Novella et al., 2013). Apesar de machos dessa 

linhagem também apresentarem alterações da reatividade vascular aos 6-7 meses 

de idade (Lloréns et al., 2007), a avaliação temporal dessas alterações só foram 

bem caracterizadas em fêmeas. Sabendo que fêmeas de camundongos SAMP-8 

apresentam menor déficit de memória do que machos na mesma idade (Flood et al., 

1995), sendo que os machos já apresentam discreta alteração aos dois meses de 

idade (Miyamoto et al., 1986), que os hormônios sexuais femininos conferem 

proteção no sistema vascular (Dantas et al., 2002; Ong et al., 2008), caracterizamos 

as alterações vasculares e a ação anticontrátil do PVAT em machos de 

camundongos SAMP-8 com 3 meses de idade. No presente estudo, demonstramos 

que, em machos da linhagem SAMP-8, alterações vasculares semelhantes àquelas 

que ocorrem no processo de envelhecimento humano, como aumento da 

vasoconstrição e redução da vasodilatação à acetilcolina, foram expressas já aos 3 

meses de idade. Assim, este modelo pode ser útil na investigação das alterações 

vasculares relacionadas ao envelhecimento. 

Em nosso estudo, a glicemia e a concentração de colesterol e triglicerídeos 

no plasma não foram diferentes entre os camundongos SAMR-1 e SAMP-8 de 3 

meses de idade. Da mesma forma, o índice de Lee e os depósitos de gordura não 

foram diferentes entre as linhagens, o que descarta uma possível contribuição das 

alterações metabólicas para a disfunção vascular observada em camundongos 

SAMP-8. Além disso, não avaliamos a pressão arterial em nosso estudo, mas em 

um trabalho publicado por Reed e colaboradores (2011) foi observado que, aos 3 

meses de idade, a pressão arterial não estava alterada em machos SAMP-8, 
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sugerindo, assim, que mudanças na reatividade vascular da aorta torácica precedem 

o aumento da pressão arterial associado ao envelhecimento, semelhante ao que foi 

encontrado em fêmeas SAMP-8 (Novella et al., 2013a; Novella et al., 2013b; Vidal-

Gomez et al., 2016). 

 Os resultados do presente estudo mostram que camundongos SAMP-8 

machos aos 3 meses de idade apresentaram disfunção endotelial, mostrada pela 

redução do relaxamento dependente do endotélio e a ausência de modulação da 

contração pela remoção do endotélio e inibição da síntese de NO nos anéis PVAT(-). 

O fato da resposta ao doador de NO não estar alterada em aorta torácica reforça a 

presença de disfunção endotelial, mais do que redução da capacidade do músculo 

liso de responder aos fatores endoteliais, em camundongos SAMP-8. Disfunção 

endotelial com capacidade preservada do músculo liso vascular de responder ao NO 

também é observada com o envelhecimento natural em animais (Taddei et al., 1995, 

1997; Gerhard et al., 1996) e humanos (Rodríguez-Mañas, 2009). 

Em relação às fêmeas da linhagem SAMP-8, a disfunção endotelial nos 

machos aparece mais precocemente, uma vez que em fêmeas observa-se tal 

alteração a partir dos 6 meses de idade (Novella et al., 2013), que corrobora dados 

da literatura em que o envelhecimento é associado a uma disfunção endotelial que 

ocorre de forma precoce em homens comparado às mulheres (Celermajer et al., 

1994).  

O NO é o fator mais importante envolvido na regulação endotelial da função 

vascular e tem ações vasoprotetoras como: vasodilatação/modulação negativa da 

contração e inibição da proliferação e migração de CMLs, adesão de leucócitos e 

agregação plaquetária (Xia e Föstermann, 2015). Redução da disponibilidade de NO 

ocorre no envelhecimento (Barton et al., 1997; Cernadas et al., 1998; Van der Loo et 

al., 2000) e o mesmo ocorre no modelo de envelhecimento acelerado SAMP-8. 

Diferente ao observado em machos da linhagem SAMR-1 (controle, que não 

apresenta envelhecimento acelerado), a inibição da NOS com L-NAME não 

aumentou a contração de maneira significativa em aorta torácica de machos da 

linhagem SAMP-8 de 3 meses de idade, indicando redução da disponibilidade de 

NO. Reforçando esses achados, a fosforilação da eNOS em serina1177 após estímulo 

com noradrenalina foi reduzida em aorta torácica de machos SAMP-8 em relação 

aos machos SAMR-1. Fêmeas SAMP-8 apresentaram diminuição da produção do 
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NO e da expressão gênica e proteica da eNOS apenas aos 6 meses de idade 

(Novella et al., 2013b).  

Juntamente com o comprometimento da biodisponibilidade do NO, os 

vasoconstritores derivados da COX medeiam a contração aumentada à fenilefrina 

em camundongos SAMP-8 fêmeas e ratos machos Sprague-Dawley velhos (Briones 

et al., 2005; Vidal-Gómez et al., 2016; Costa et al., 2017). Diferentemente, em 

camundongos SAMP-8 machos, os fatores derivados da COX não modulam o 

aumento da vasoconstrição à noradrenalina em aorta torácica, mostrando que os 

mecanismos que levam às alterações vasculares podem variar entre fêmeas e 

machos e de acordo com o agonista vasoconstritor utilizado. 

Além dos prostanoides derivados da enzima COX, aumento na geração de 

EROs, principalmente o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila 

(Brandes et al., 2005), inclusive EROS mitocondriais (Sohal et al., 1994; Sohal et al., 

2002), pode estar envolvido no aumento da vasoconstrição observada no 

envelhecimento. O ânion superóxido ganha destaque por sua capacidade de reduzir 

a biodisponibilidade de NO (Gryglewski et al., 1986), transformando-o em 

peroxinitrito (ONOO−), que é citotóxico e não possui ação vasodilatadora. 

O peroxinitrito é considerado uma espécie reativa do nitrogênio por causa da 

sua alta reatividade com proteínas, DNA e lipídios. Ao contrário do ânion superóxido, 

o peroxinitrito é mais estável e penetra na célula causando modificações oxidativas 

de macromoléculas, especialmente lipídios, DNA e proteínas via reações de nitração 

de resíduos de tirosina e cisteína ou via mecanismos mediados por radicais indiretos 

(Gryglewski et al., 1986; Radi et al., 1991). 

A SOD, descoberta por Mc Cord e Fridovich em 1969, tem papel fundamental 

na defesa do organismo contra as EROs, pois atua na remoção do radical 

superóxido. A SOD catalisa a dismutação do ânion superóxido em oxigênio 

molecular e/ou peróxido de hidrogênio. Por sua vez, a catalase decompõe o 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio molecular (Gaetani et al., 1989). O 

peróxido de hidrogênio promove uma resposta ambígua no sistema vascular, sendo 

considerado um EDHF e tendo um papel vasodilatador (Matoba et al., 2000, 2002) 

ou sendo um vasoconstrictor, dependendo da sua concentração (Gao, et al., 2003). 

O peróxido de hidrogênio é uma EROs e na presença de metais de transição 

catalítica (ex: Fe2+) pode produzir uma espécie altamente reativa, o radical hidroxila 
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(Sindler et al., 2012).  

Ao avaliarmos os possíveis mecanismos envolvidos nesta disfunção 

endotelial e na vasoconstrição aumentada apresentada pelos machos SAMP-8 de 3 

meses de idade, observamos que, além da fosforilação da eNOS estar reduzida, a 

produção de ânion superóxido está aumentada na aorta torácica estimulada com 

noradrenalina, um indício de que há um desequilíbrio na produção de EROS na 

aorta desses camundongos. Esse dado corrobora os resultados da reatividade 

vascular, em que observamos que ânion superóxido e peróxido de hidrogênio 

medeiam o aumento da vasoconstrição à noradrenalina em aorta torácica de 

camundongos SAMP-8. Lloréns e colaboradores (2007) observaram acúmulo do 

marcador de peroxidação lipídica e estresse oxidativo, malonaldeído (MDA), em 

aortas de camundongos machos SAMP-8 aos 6-7 meses de idade. Nosso estudo 

mostra que pode haver estresse oxidativo em aorta torácica já aos 3 meses de 

idade. Apesar do aumento da geração de EROs, não há alteração da expressão das 

enzimas antioxidantes Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e catalase na aorta torácica de 

camundongos SAMP-8. Apesar de ter sido demonstrado uma redução, em função 

da idade, de enzimas antioxidantes Mn-SOD e catalase no córtex cerebral de 

camundongos SAMP-8 (Sato et al., 1996; Kurokawa et al., 2001), este processo 

parece ser diferente no sistema vascular. Além disso, em arteríolas do músculo 

esquelético de ratos Fischer 344 velhos (22 meses de idade) também não houve 

redução do conteúdo proteico de Cu/Zn-SOD (Semsei et al., 1991). 

Apesar da disfunção endotelial em machos SAMP-8 de 3 meses de idade, o 

PVAT da aorta torácica parece estar funcional, pois observamos efeito anticontrátil 

sobre a vasoconstrição induzida pela noradrenalina. De maneira inesperada, não foi 

observado um efeito anticontrátil do PVAT da aorta torácica de machos SAMR-1 de 

3 meses de idade. 

O efeito anticontrátil promovido pelo PVAT da aorta torácica observado em 

machos SAMP-8 de 3 meses de idade parece ser dependente do endotélio, pois a 

remoção simultânea do endotélio e do PVAT aumentou a contração à noradrenalina, 

mas esse aumento foi de mesma magnitude daquele promovido pela remoção não 

simultânea dos tecidos, ou seja, o efeito não foi somatório. A participação do 

endotélio no efeito anticontrátil promovido pelo PVAT não é clara. Enquanto Victorio 

e colaboradores (2016) mostraram que o efeito anticontrátil promovido pelo PVAT da 
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aorta torácica de ratos Wistar de 3-4 meses de idade sobre a resposta à fenilefrina 

não foi dependente do endotélio, Gao e colaboradores (2007), também avaliando o 

efeito anticontrátil em aorta torácica de ratos Wistar (300-350 g) sobre a resposta à 

fenilefrina, demonstraram que o PVAT promove efeito anticontrátil de maneira 

dependente e independente do endotélio. O mecanismo dependente do endotélio 

envolve a liberação de um ADRF, que induz relaxamento dependente do endotélio 

por meio da liberação de NO e ativação subsequente dos canais para potássio 

dependentes de cálcio, enquanto o mecanismo independente envolve peróxido de 

hidrogênio e ativação de GCs (Gao et al., 2007). 

Em diferentes estudos sobre a função anticontrátil do PVAT, o NO se mostrou 

estar envolvido neste efeito em artérias mesentéricas em resposta à noradrenalina 

(Gil-Ortega et al., 2010; Lynch et al., 2013; Gil-Ortega et al., 2014) e aorta torácica 

em resposta à fenilefrina (Löhn et al., 2002; Dubrovska et al., 2003; Victorio et al., 

2016). Ao avaliarmos a modulação promovida pelo NO da vasoconstrição à 

noradrenalina na presença do PVAT de machos SAMP-8, observamos que o NO 

que modula a resposta vasoconstritora parece ser proveniente do endotélio, pois 

não houve diferença significativa do efeito promovido pela inibição da NOS com L-

NAME em anéis PVAT(-) e PVAT(+). Além disso, não houve um aumento da 

fosforilação da eNOS no PVAT estimulado com noradrenalina em camundongos 

SAMP-8. Portanto, NO parece não participar do efeito anticontrátil promovido pelo 

PVAT da aorta torácica sobre a resposta à noradrenalina em machos SAMP-8 de 3 

meses idade. Contudo, experimento adicional avaliando o efeito da inibição da NOS 

em anéis PVAT(+) sem endotélio deverá ser realizado para confirmar esse dado. 

A ausência de um efeito anticontrátil do PVAT de aorta torácica de 

camundongos SAMR-1 de 3 meses de idade é inesperada, uma vez que esse efeito 

já foi demonstrado em diversos vasos sanguíneos e espécies (Löhn et al., 2002; 

Dubrovska et al., 2004; Verlohren et al., 2004; Gao et al., 2005; Dashwood et al., 

2007; Malinowski et al., 2008; Victorio et al., 2016; Nóbrega et al., 2019). Contudo, a 

ausência do efeito anticontrátil do PVAT de aorta torácica de camundongos SAMR-1 

pode ser explicado pelo fato que o estímulo com noradrenalina promoveu redução 

da fosforilação da eNOS em serina1177 (resíduo que quando fosforilado aumenta a 

atividade da enzima), mesmo estímulo que aumentou a fosforilação dessa enzima 

na aorta torácica. 
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O PVAT da veia safena atenua a contração induzida por noradrenalina 

liberando PGE2 e PGI2 e essas prostaglandinas podem atuar como ADRF (Ozen et 

al., 2013). Porém, ao avaliarmos a modulação dos produtos da COX na 

vasoconstrição por noradrenalina em anéis com PVAT, o efeito anticontrátil do PVAT 

não foi alterado, de modo que os fatores derivados da COX parecem não estar 

envolvidos nesse efeito em camundongos SAMP-8. 

Apesar do seu efeito ambíguo, o peróxido de hidrogênio exerce seu efeito 

vasodilatador por promover hiperpolarização direta, atuando diretamente sobre 

canais para potássio sensíveis a ATP (KATP) ou canais para potássio ativados pelo 

cálcio (KCa
2+) (Wei et al., 1996; Lacza et al., 2002). Peróxido de hidrogênio foi 

descrito mediar o efeito anticontrátil promovido pelo PVAT da aorta torácica de ratos 

Wistar (Gao et al., 2007; Costa et al., 2016) e camundongos Balb/c (Nóbrega et al., 

2019) de 3 meses de idade. Porém, ao avaliarmos a modulação da resposta contrátil 

pelo peróxido de hidrogênio em anéis PVAT(+), a partir da incubação com catalase 

ou aumento da dismutação de ânion superóxido em peróxido de hidrogênio com 

incubação com SOD, não observamos alteração na resposta em anéis PVAT(+) de 

camundongos SAMP-8, e, portanto, o peróxido de hidrogênio também parece não 

estar envolvido no efeito anticontrátil do PVAT desses animais. Além disso, qualquer 

que seja o mediador desse efeito anticontrátil, sua ação não é comprometida e não 

envolve metabolismo de ânion superóxido, pois a incubação com SOD não alterou 

esse efeito e a geração de ânion superóxido está aumentada no PVAT de 

camundongos SAMP-8. De maneira também inesperada, em camundongos SAMR-

1, a incubação com SOD aumentou a contração induzida pela noradrenalina em 

anéis PVAT(+) e o estímulo com noradrenalina aumentou a geração de ânion 

superóxido no PVAT, indicando que maior acúmulo de peróxido de hidrogênio possa 

potencializar a resposta contrátil. Além disso, esse aumento da geração de ânion 

superóxido também pode explicar a ausência de um efeito anticontrátil do PVAT de 

camundongos SAMR-1. Contudo, experimentos adicionais são necessários para 

confirmar esses dados. 

A noradrenalina é uma catecolamina de ocorrência natural que funciona como 

um neurotransmissor no sistema nervoso simpático. A noradrenalina estímula 

diretamente os receptores adrenérgicos de forma não seletiva. O receptor 

adrenérgico β3 é expresso principalmente no endotélio e no tecido adiposo, tanto o 
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tecido adiposo marrom quanto o branco (Nahmias et al., 1991; Krief et al., 1993). 

Evidências indicam que a ativação do receptor adrenérgico β3 está envolvida no 

efeito anticontrátil do PVAT (Weston et al., 2013; Saxton et al., 2018). 

Weston e colaboradores (2013) observaram que o CL-316,243 (um agonista 

seletivo de receptor β3-adrenérgico) promove liberação de adiponectina pelos 

adipócitos, que hiperpolariza os miócitos de vasos mesentéricos de ratos Sprague-

Dawley, por ativar os canais de potássio de alta condutância dependente de cálcio 

(BKCa). Além disso, o mesmo grupo mostrou que a ativação elétrica dos nervos 

simpáticos no PVAT estimula a liberação de um fator anticontrátil dependente da 

ativação do receptor β3-adrenérgico e de adiponectina (Saxton et al., 2018). 

Em aortas de camudongos desprovidas de PVAT, o tratamento com 

isoproterenol (agonista β-adrenérgico) aumenta a resposta contrátil à fenilefrina e 

está associado à elevada geração de EROs e à redução da biodisponibilidade de 

NO (Davel et al., 2006 e 2014 e 2016; Xu et al., 2008). Além disso, o nível de ânion 

superóxido derivado da NADPH oxidase na parede arterial está correlacionado com 

o aumento da expressão do gene ADIPOQ no PVAT que circunda o vaso, 

aumentando a produção de adiponectina (Antonopoulos et al., 2015).  

A modulação da função vascular pelo PVAT não se limita à secreção de 

fatores relaxantes. O PVAT da aorta e de artérias mesentéricas pode ter um 

reservatório funcional de catecolaminas (Ayala-Lopez et al., 2014). O trabalho de 

Soltis e Cassis (1991) mostrou que o efeito anticontrátil do PVAT era abolido com a 

inibição da captação de noradrnalina com desipramina. Além disso, o PVAT de 

artérias mesentéricas de ratos Sprague-Dawley expressa o transportador de cátions 

orgânicos 3 (OCT3) (Ayala-Lopez et al., 2015), que parece estar envolvido no efeito 

anticontrátil do PVAT, pois a inibição desse transportador abole o efeito anticontrátil 

promovido pelo PVAT de artérias mesenéricas de camundongos C57Bl/6 (Saxton et 

al., 2018).  

Assim, pode ser provável que, em camundongos SAMP-8, a sinalização de 

receptores β-adrenérgicos na aorta torácica está disfuncional, aumentando a 

produção de ânion superóxido e favorecendo aumento da vasoconstrição à 

noradrenalina, mas, um efeito anticontrátil do PVAT sobre a resposta à 

noradrenalina é mantido pela ativação de receptores β3-adrenérgicos funcionais 

nesse tecido e ação da adiponectina como ADRF. Contudo, experimentos adicionais 
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precisam ser realizados para comprovar essa hipótese. 

 

6. CONCLUSÃO 

Em resumo, nosso estudo mostrou que: 

1) o endotélio de camundongos SAMP-8 machos está disfuncional aos 3 

meses de idade; 

2) redução da ativação da eNOS e maior geração de ânion superóxido 

parecem contribuir para o aumento da contração da aorta torácica de camundongos 

SAMP-8 aos 3 meses de idade; 

3) apesar da disfunção endotelial, o PVAT de camundongos SAMP-8 de 3 

meses de idade exerce ação anticontrátil; 

4) a presença do PVAT evidencia a modulação negativa da contração pelo 

NO endotelial; 

5) o efeito anticontrátil promovido pelo PVAT de camundongos SAMP-8 

parece não envolver NO e produtos da cicloxigenase e o mecanismo envolvido não 

é prejudicado pela maior geração de ânion superóxido no PVAT. 

6) redução da ativação da eNOS e maior geração de ânion superóxido no 

PVAT de camundongos SAMR-1 podem explicar a falta da ação anticontrátil nessa 

linhagem. 

Diante de todos os nossos dados, podemos concluir que, em camundongos 

SAMP-8 machos de 3 meses de idade, a ação anticontrátil do PVAT aparece como 

um mecanismo compensatório à redução da modulação endotelial no controle do 

tônus vascular e que não envolve NO e produtos da cicloxigenase, mas é 

dependente da presença do endotélio.  
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