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Resumo 

A obesidade está entre as causas mais importantes de doenças 

cardiovasculares. O tecido adiposo perivascular (PVAT) exerce importante influência 

sobre os vasos sanguíneos, podendo se relacionar a progressão ou regressão de 

doenças cardiovasculares relacionadas à obesidade. Sabendo-se que a dieta de 

cafeteria (dieta CAF) reflete a variedade de alimentos altamente calóricos e de fácil 

acesso nas sociedades ocidentais, contribuindo para o desenvolvimento da 

obesidade e desordens metabólicas, o objetivo desse trabalho foi avaliar o impacto 

da dieta CAF no sistema cardiovascular, bem como sua influência no perfil vasoativo 

do PVAT. Os resultados encontrados mostraram que a dieta CAF induziu aumento 

do peso corporal e do índice de adiposidade, hiperlipidemia, hiperglicemia, 

intolerância à glicose e resistência à insulina. A análise do eletrocardiograma e da 

função cardíaca demonstrou que a dieta CAF promoveu atraso na condução 

atrioventricular e aumento na contratilidade/relaxamento basal do ventrículo 

esquerdo. O mesmo resultado foi observado a nível celular, em que a dieta CAF 

exacerbou a resposta de contração/relaxamento de cardiomiócitos. Entretanto, 

frente ao estresse farmacológico com isoprenalina, a contratilidade/relaxamento do 

ventrículo esquerdo no grupo CAF demonstrou ser menos responsiva. A dieta CAF 

também induziu redução da contratilidade vascular induzida por fenilefrina (PE) na 

ausência do PVAT, relacionada ao aumento nos níveis séricos de leptina e à 

ativação de seus receptores, ativação das enzimas PI3K e óxido nítrico sintase 

endotelial, e produção de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio. Por outro lado, a 

presença do PVAT aumentou a vasoconstrição induzida por PE no grupo CAF, 

sugerindo um perfil vasoconstritor do PVAT na tentativa de restabelecer a 

contratilidade vascular, relacionado a ativação dos receptores AT1, ativação da 

enzima NADPH oxidase e produção de ânions superóxido, e ativação da enzima 

ciclooxigenase 1 e dos receptores de tromboxano A2 e prostaglandina F2α. Em 

conjunto, os resultados encontrados demonstraram que a obesidade desencadeada 

pela dieta CAF predispõe alterações cardíacas e vasculares, com alterações no 

perfil vasoativo do PVAT. Contudo, o tratamento dietético alternando a dieta CAF 

para a dieta padrão para roedores se mostrou efetivo para reverter essas alterações. 

Palavras-Chave: Obesidade; Sistema Cardiovascular; Leptina; Óxido Nítrico; PVAT; 

Sistema Renina-Angiotensina; Ciclooxigenase. 



 
 

Abstract 

Obesity is among the most important causes of cardiovascular disease. The 

perivascular adipose tissue (PVAT) is closely related to the cardiovascular system 

playing an important role in vascular homeostasis, which may be associated with the 

progression or regression of cardiovascular diseases related to obesity. Knowing that 

the cafeteria diet (CAF diet) reflects the variety of highly caloric and easily accessible 

foods in Western societies, contributing to the development of obesity and metabolic 

disorders, the aim of this study was to evaluate the impact of CAF diet on the 

cardiovascular system, as well as its influence on the PVAT vasoactive profile. The 

results found showed that the CAF diet induced an increase in the body weight and 

adiposity index, hyperlipidemia, hyperglycemia, glucose intolerance and insulin 

resistance. The analysis of the electrocardiogram and cardiac function showed that 

the CAF diet caused a delay in atrioventricular conduction and an increase in 

baseline left ventricular contractility/relaxation. The same result was observed at the 

cellular level, in which the CAF diet exacerbated the contraction/relaxation response 

of cardiomyocytes. However, under a pharmacological stress induced by 

isoprenaline, left ventricular contractility/relaxation in the CAF group proved to be 

less responsive. The CAF diet also induced a reduction in vascular contractility 

induced by phenylephrine (PE) in the absence of PVAT related to the increase in 

serum leptin levels and the activation of its receptors, activation of PI3K enzymes 

and nitric oxide endothelial synthase, and production of nitric oxide and hydrogen 

peroxide. On the other hand, the presence of PVAT increased PE-induced 

vasoconstriction in the CAF group, suggesting a vasoconstrictor profile of PVAT in an 

attempt to reestablish the vascular contractility related to the activation of AT1 

receptors, activation of NADPH oxidase and production of superoxide anions, and 

activation of the cyclooxygenase 1 and the thromboxane A2 and prostaglandin F2α 

receptors. Taken together, our findings showed that obesity triggered by CAF diet 

predisposes to cardiac and vascular alterations, with alterations in the vasoactive 

profile of PVAT. However, dietary treatment alternating the CAF diet to the standard 

diet proved to be effective in reversing these changes. 

Keywords: Obesity; Cardiovascular System; Leptin; Nitric Oxide; PVAT; Renin-

Angiotensin System; Cyclooxygenase.  
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1 Introdução 

1.1 Epidemiologia da Obesidade 

Ao longo dos últimos 40 anos, a prevalência mundial de sobrepeso e 

obesidade quase triplicou alcançando proporções epidêmicas, sendo atualmente 

considerada por muitos como a epidemia do século 21 (Figura 1). Essa prevalência 

se traduz a um custo global de saúde equivalente a 2,8% do produto interno bruto 

mundial, ou aproximadamente US$ 2 trilhões, representando um importante 

problema de saúde pública (González-Muniesa et al., 2017). 

 

Figura 1 - Prevalência mundial de obesidade ao longo do tempo. Porcentagem mundial de 

adultos definidos como obesos em (A) 1975 e (B) 2016. (C) Prevalência de obesidade no Brasil ao 

longo dos anos. Fonte: World Health Organization - WHO, 2016, Global Health Observatory. 
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De acordo com estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS), até o 

ano de 2016 a prevalência mundial de sobrepeso e obesidade alcançava mais de 

um terço da população mundial, com 1,9 bilhão (39%) de adultos com excesso de 

peso no mundo, sendo 650 milhões (13%) considerados obesos (World Health 

Organization - WHO, 2016). No Brasil, a prevalência de sobrepeso e obesidade é 

ainda mais alarmante. No levantamento também realizado pela OMS em 2016, mais 

da metade da população brasileira (56,5%) se encontrava acima do peso, sendo 

22,1% considerados obesos (World Health Organization - WHO, 2016).   

O aumento nas taxas de sobrepeso e obesidade não se restringe apenas à 

população adulta, como também vem afetando rapidamente as crianças (Peavy, 

2009). De 1975 a 2016, a prevalência mundial de crianças e adolescentes com 

sobrepeso ou obesidade entre 5 e 19 anos de idade aumentou mais de quatro 

vezes, de 4% para 18% em todo o mundo, o que representa um total de mais de 340 

milhões de crianças e adolescentes com excesso de peso ou obesidade (World 

Health Organization - WHO, 2016). Esse levantamento é particularmente 

preocupante para a previsão de como a obesidade poderá afetar a população em 

um futuro próximo. Estimativas preveem que até 2030 mais da metade da população 

mundial (57,8%) esteja com sobrepeso ou obesidade, o equivalente à 3,3 bilhões de 

adultos em todo o mundo (Kelly et al., 2008; Finkelstein et al., 2012). 

A alta prevalência da obesidade na década de 1970 era, até então, 

considerada um problema apenas em países de alta renda, especialmente em 

ambientes urbanos. Posteriormente essa prevalência se estendeu pela maioria dos 

países de média renda e, mais recentemente, por alguns países de baixa renda 

(Blüher, 2019), afetando todas as raças, etnias, gêneros e faixa etária, embora 

existam disparidades entre eles (Peavy, 2009). 

Mudanças no estilo de vida, ao longo dos anos, envolvendo hábitos 

alimentares e exercícios físicos, como o consumo excessivo de nutrientes contendo 

alto teor calórico, principalmente gorduras e carboidratos refinados, aliado ao estilo 

de vida cada vez mais sedentário, são listados como as principais causas da 

epidemia de obesidade (World Health Organization - WHO, 2016). No entanto, a 

patogênese da obesidade é ainda mais complexa e multifatorial, envolvendo 

também a interação entre comportamento, ambiente, fatores genéticos, sociais e 

econômicos (González-Muniesa et al., 2017). 
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Em geral, de acordo com a OMS, a obesidade é definida como o acúmulo 

anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco à saúde (World Health 

Organization - WHO, 2016). Diferentes estudos populacionais mostraram que 

indivíduos obesos apresentam maior risco de desenvolver inúmeras complicações 

de saúde, aumentando substancialmente o risco de diferentes doenças, como 

doenças metabólicas, doenças cardiovasculares, doença músculo-esquelética, 

doença de Alzheimer, depressão e diferentes tipos de câncer (Blüher, 2019). Porém, 

é importante ressaltar que, de acordo com a Federação Mundial de Obesidade, a 

obesidade é uma doença crônica progressiva claramente distinta de ser apenas um 

fator de risco para outras doenças (Bray et al., 2017). 

As consequências adversas da obesidade emergiram nos últimos anos como 

uma maior ameaça à saúde pública do que a fome ou a desnutrição (Bhupathiraju 

and Hu, 2016). Atualmente, a maior parte da população mundial vive em países 

onde o sobrepeso e a obesidade levam mais pessoas à óbito do que a desnutrição, 

com mais de 4 milhões de pessoas morrendo a cada ano no mundo como resultado 

do excesso de peso ou obesidade (World Health Organization - WHO, 2016).  

Muitas vezes as causas da obesidade são evitáveis e reversíveis. Ainda 

assim, até o momento nenhum país conseguiu reverter o crescimento dessa 

epidemia (Roberto et al., 2015; Blüher, 2019). Vivemos em ambientes cada vez mais 

obesogênicos que influenciam profundamente nosso comportamento e estilo de 

vida. 

Inúmeros trabalhos vêm explorando os mecanismos biológicos relacionados à 

obesidade com o objetivo de projetar intervenções para manter um peso corporal 

saudável (Puhl and Heuer, 2010; Apovian, 2016; Caballero, 2019). Os esforços de 

pesquisa têm melhorado cada vez mais nossa compreensão sobre as principais 

causas do aumento da prevalência da obesidade. Contudo, o principal desafio é 

transformar essa compreensão em ações eficazes, como incluir mudanças sociais e 

ambientais que facilitem as escolhas individuais por alimentos saudáveis, com teor 

reduzido em gorduras e carboidratos refinados, e o acesso à atividade física regular. 
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1.2 Dietas Ocidentais e o Desenvolvimento da Obesidade 

Como abordado anteriormente, embora outros fatores possam estar 

envolvidos, a obesidade surge como resultado de um desequilíbrio energético entre 

as calorias consumidas e as calorias gastas, criando um excedente de energia e um 

estado de equilíbrio energético positivo resultando no acúmulo de gordura corporal 

(González-Muniesa et al., 2017). Assim, o papel de dietas e atividades físicas na 

mitigação dos riscos da obesidade e na redução da sua prevalência tem sido de 

grande interesse ao longo dos últimos anos (Hruby and Hu, 2015). 

O consumo excessivo de nutrientes contendo alta densidade calórica, como 

gorduras e carboidratos refinados, é em grande parte responsável pela crescente 

epidemia de obesidade (Azevedo and Brito, 2012). Evidências sugerem que o 

aumento simultâneo da prevalência da obesidade em quase todos os países parece 

ser causado principalmente por mudanças no ambiente alimentar moderno, 

especialmente no ocidente, caracterizado por alimentos e bebidas processados, com 

alto teor calórico, preços comparativamente baixos, disponibilidade imediata e ampla 

escolha e variedade (Barrett et al., 2016). 

A relevância da obesidade em todo o mundo tem fomentado uma busca 

contínua por melhores modelos para estudar a sua patogênese. Nesse contexto, 

estudos dietéticos em modelos animais permitem intervenções controladas e o 

isolamento de diferentes tecidos para análises metabólicas e moleculares, se 

mostrando cruciais para elucidar os efeitos mecanísticos de nutrientes e dietas 

específicas no desenvolvimento da obesidade (Pinheiro-Castro et al., 2019). No 

entanto, a escolha do melhor modelo de obesidade induzida por dieta que reflete 

com maior precisão a patologia da obesidade humana permanece em debate. 

Em um dos primeiros relatos em que a obesidade foi induzida com sucesso 

apenas com dieta, diferentes linhagens de camundongos foram alimentadas com 

dietas ad libitum contendo teor de gordura variando de 5% a 47,5% (FENTON and 

DOWLING, 1953). Desde então, diversos modelos experimentais foram 

desenvolvidos para induzir obesidade e distúrbios metabólicos relacionados por 

meio de intervenções dietéticas. Atualmente, diferentes modelos de obesidade 

induzida por dieta são utilizados, incluindo dietas rica em lipídeos (“high fat diet”), 

dietas rica em carboidratos refinados (“high carbohydrate diet”) e dietas do tipo 

cafeteria (“cafeteria diet”). Esses modelos de dieta apresentam fenótipos de 
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obesidade nos quais a gordura corporal se acumula ao longo de um período de 

tempo relativamente longo, embora as consequências metabólicas prejudiciais 

possam ser aparentes dentro de alguns dias (Barrett et al., 2016).  

A maioria dos modelos de obesidade induzida por dieta em roedores utilizam 

a administração de dietas com alto teor de gordura (“high fat diet”). As dietas do tipo 

“high fat” geralmente consistem em uma troca de calorias derivadas de carboidratos 

e proteínas por calorias derivadas de gordura quando comparadas às dietas controle 

(Zeeni et al., 2015). A fonte e a proporção da gordura utilizada podem variar entre 20 

a 60% kcal, provenientes de óleos vegetais, como sementes de girassol e óleos de 

soja, ou gordura de origem animal, como banha de porco e sebo bovino (Pinheiro-

Castro et al., 2019). Contudo, ainda não existe consenso sobre qual composição 

seria a mais apropriada (Bortolin et al., 2018; Pinheiro-Castro et al., 2019). Assim, os 

fenótipos observados, bem como os parâmetros fisiológicos e bioquímicos, podem 

variar entre os diferentes estudos e, portanto, tornar as comparações entre eles um 

desafio (Bortolin et al., 2018).  

O efeito prejudicial de dietas ricas em lipídios já é bem documentado em 

trabalhos que demonstram que a administração a longo prazo de dietas contendo 

40-60% de gordura promove alterações metabólicas, aumento da adiposidade 

associada a inflamação crônica sistêmica de baixo grau, com aumento nas 

concentrações plasmáticas de citocinas pró-inflamatórias e, como consequência, 

contribuem para o desenvolvimento da obesidade e doenças relacionas (Flanagan et 

al., 2008). No entanto, esse modelo de obesidade induzida por dieta vem sendo 

criticado por não representar plenamente os hábitos alimentares da sociedade 

ocidental. Ainda assim, inúmeros trabalhos têm demonstrado a participação de 

dietas “high fat” no desenvolvimento da obesidade e doenças relacionadas em 

animais experimentais (Shepard et al., 2001; Cameron-Smith et al., 2003; Weisberg 

et al., 2006; Buettner et al., 2007; Lee et al., 2011). 

Embora as dietas “high fat” sejam bem-sucedidas em induzir obesidade e 

distúrbios metabólicos relacionados, outras dietas são tão ou até mais eficazes. As 

dietas do tipo “high carbohydrate diet” e “cafeteria diet” estão entre elas. O 

diferencial dessas dietas se deve ao fato de que elas costumam ter como objetivo 

mimetizar mais precisamente os hábitos alimentares da sociedade ocidental 

(Pinheiro-Castro et al., 2019). 
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O aumento no consumo de carboidratos refinados associado a um estilo de 

vida sedentário também têm contribuído para a prevalência da obesidade e doenças 

relacionadas (Lumeng et al., 2007; Ferreira et al., 2011). Estudos demonstraram que 

animais alimentados com dieta do tipo “high carbohydrate” durante diferentes 

períodos de tempo apresentaram aumento da adiposidade a partir de 1 dia, 

permanecendo por até 12 semanas (Oliveira et al., 2013). Além disso, dietas 

enriquecidas em carboidratos refinados também levaram ao desenvolvimento de 

dislipidemia aterogênica, intolerância à glicose e resistência à insulina, 

acompanhadas de variações no perfil de citocinas pró e anti-inflamatórias liberadas 

pelo tecido adiposo (Oliveira et al., 2013). Dessa forma, diferentes trabalhos vêm 

fazendo uso de dietas do tipo “high carbohydrate” como modelo de estudo da 

patogênese da obesidade e doenças relacionadas (Oliveira et al., 2014; Veloso et 

al., 2019; Zicker et al., 2019; Reis Costa et al., 2021). Contudo, essas dietas ainda 

são menos utilizadas do que as tradicionais dietas do tipo “high fat”. 

Já as chamadas “dietas de cafeteria" são atraentes modelos de dietas 

obesogênicas contemporâneas (Barrett et al., 2016). O termo “cafeteria” foi 

originalmente utilizado para denotar a variedade de alimentos processados 

facilmente encontrados nas dietas ocidentais em que a maioria dos itens escolhidos 

é hipercalórica (Shafat et al., 2009). Essas dietas normalmente fornecem aos 

roedores uma mistura variada de alimentos processados doces e salgados retirados 

da despensa humana, com alto teor tanto de gordura quanto de carboidratos 

refinados, e por isso, simulam relativamente mais de perto a dieta ocidental humana, 

podendo ser utilizadas para investigar os efeitos do consumo excessivo de alimentos 

industrializados e altamente processados, característico da sociedade ocidental, no 

desenvolvimento da obesidade e doenças relacionadas (Barrett et al., 2016). 

Rothwell e colaboradores (1982), foram pioneiros em utilizar esse modelo de 

obesidade induzida por dieta do tipo cafeteria, em que os animais recebiam quatro 

itens alimentares humanos por dia, retirados de uma seleção de mais de 40 

alimentos, criando um regime que resultou em aumento na ingestão de calorias e, 

consequentemente, no acúmulo de gordura corporal em um período de apenas 15 

dias (Rothwell et al., 1982). Atualmente, diferentes estudos vêm demonstrando o uso 

de dietas do tipo cafeteria como um modelo animal robusto de síndrome metabólica, 

relacionado ao aumento da adiposidade corporal, inflamação do tecido adiposo e do 
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fígado, esteatose hepática, intolerância à glicose, resistência à insulina e acúmulo de 

lipídios pancreáticos, contribuindo para o desenvolvimento da obesidade e doenças 

relacionadas (Shafat et al., 2009; Zeeni et al., 2015; Oliveira et al., 2017).  

Zeeni e colaboradores (2015), compararam as alterações metabólicas 

associadas à obesidade induzida pelas dietas do tipo “high fat”, “high carbohydrate” 

e cafeteria. Os resultados encontrados demonstraram que a dieta de cafeteria 

induziu aumento no peso e adiposidade corporal, e aumento nos níveis séricos de 

glicose, insulina e colesterol em maiores proporções e em um menor espaço de 

tempo quando comparado à clássica dieta “high fat” ou à “high carbohydrate” (Figura 

2). 

 

Figura 2 – Comparação das alterações metabólicas associadas à obesidade induzida pelas 

dietas do tipo “high fat”, “high carbohydrate” e cafeteria. (A) Peso Corporal, (B) Índice de 

Adiposidade e (C) Diferentes Parâmetros Séricos. Análises realizadas por Zeeni et al. (2015). 

Por essa razão, a dieta de cafeteria foi considerada por alguns investigadores 

como um modelo de obesidade induzida por dieta superior, por refletir com maior 

precisão a variedade de alimentos altamente calóricos prevalentes na sociedade 

ocidental e também por induzir obesidade e distúrbios metabólicos relacionados de 

maneira mais eficiente (Bortolin et al., 2018), sendo cuidadosamente escolhida como 

o modelo de obesidade induzida por dieta para o tema em estudo desse trabalho.  
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1.3 Obesidade como Fator de Risco para Doenças Cardiovasculares 

Evidências clínicas e epidemiológicas apontam a obesidade como um dos 

principais fatores de risco para doenças cardiovasculares, incluindo hipertensão, 

aterosclerose, fibrilação atrial, insuficiência cardíaca e morte súbita cardíaca (Poirier 

et al., 2006; Koliaki et al., 2018), que de acordo com a Organização Mundial de 

Saúde representam a causa número 1 de mortes em todo o mundo, com cerca de 

17,9 milhões de óbitos a cada ano (World Health Organization, 2018). Embora a 

relação entre o aumento da adiposidade e a disfunção cardiovascular seja bem 

documentada, os mecanismos moleculares que acompanham a progressão da 

obesidade e o risco de doenças cardiovasculares ainda não são totalmente 

compreendidos, sendo foco de extensivas pesquisas e debates ao longo dos últimos 

anos (Lavie et al., 2009; Ortega et al., 2016; Carbone et al., 2018; Da Costa et al., 

2019). 

Uma vez que a obesidade está fortemente relacionada a comorbidades 

coexistentes, incluindo resistência à insulina, hiperglicemia, dislipidemia, hipertensão 

arterial e estados pró-trombóticos e pró-inflamatórios, que em conjunto 

compreendem a síndrome metabólica, esses fatores de risco são considerados 

etapas intermediárias importantes na relação causal entre a obesidade e o risco 

cardiovascular (Grundy et al., 2004; Safar et al., 2006). Contudo, embora seja difícil 

separar a contribuição desses diferentes fatores de risco que geralmente estão 

correlacionados por mecanismos fisiopatológicos comuns, de acordo com a 

American Heart Association, a obesidade em si é considerada um preditor de 

doenças cardiovasculares independente da associação entre os componentes da 

síndrome metabólica ou outros fatores de risco (Eckel and Krauss, 1998; Csige et 

al., 2018). 

Para compreender como a obesidade tem impacto na função cardiovascular, 

é importante primeiramente destacar as mudanças induzidas pela obesidade no 

microambiente do tecido adiposo. O tecido adiposo é composto não apenas por 

adipócitos como também por outros tipos de células, incluindo linfócitos, 

macrófagos, fibroblastos e células vasculares (Nakamura et al., 2014). Além de ser 

considerado o maior reservatório energético do corpo, o tecido adiposo é 

reconhecido como um importante órgão endócrino altamente dinâmico capaz de 

produzir e secretar numerosas substâncias bioativas, coletivamente denominadas 
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adipocinas, com funções endócrinas, parácrinas e autócrinas envolvidas em uma 

variedade de processos biológicos, incluindo o metabolismo energético e as funções 

neuroendócrina, imunológica e cardiovascular (Kershaw and Flier, 2004; Miao and 

Li, 2012).  

Em um quadro de obesidade, em resposta à ingestão excessiva de calorias, o 

tecido adiposo se expande por meio de alterações morfológicas inicialmente 

impulsionadas pelo aumento no número de adipócitos (hiperplasia), mediada pelo 

recrutamento e proliferação de precursores adipogênicos (Faust et al., 1978; 

Nakamura et al., 2014; Koliaki et al., 2018). A exposição sustentada à ingestão 

excessiva de calorias é seguida pelo aumento no tamanho dos adipócitos 

(hipertrofia), resultando em angiogênese prejudicada e rarefação capilar, reduzindo 

a entrega de nutrientes e oxigênio ao tecido adiposo, levando à hipóxia e morte 

celular necrótica e/ou apoptótica dos adipócitos (Figura 3). Esse processo é 

acompanhado pela polarização de macrófagos residentes no tecido adiposo do tipo 

M2 em direção ao fenótipo pró-inflamatório do tipo M1, e pelo recrutamento e 

infiltrado de células inflamatórias, incluindo linfócitos T e B, eosinófilos, neutrófilos e 

mastócitos, contribuindo para a disfunção do tecido adiposo (Strissel et al., 2007; 

Nakamura et al., 2014; Koliaki et al., 2018; Oikonomou and Antoniades, 2019). 

 

Figura 3 – Expansão do tecido adiposo na obesidade. Adaptado de Sun et al. (2011). 

Os adipócitos hipertrofiados disfuncionais na obesidade levam à secreção 

desregulada de adipocinas pró e anti-inflamatórias com efeitos locais e sistêmicos, 

desencadeando uma inflamação crônica sistêmica de baixo grau caracterizada pelo 

aumento moderado de adipocinas pró-inflamatórias circulantes (Mraz and Haluzik, 

2014). Apesar de sua menor intensidade em comparação a outros modelos de 
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resposta inflamatória generalizada, a inflamação induzida pela obesidade contribui 

para o desenvolvimento de doenças metabólicas e cardiovasculares (Nakamura et 

al., 2014). 

Dentre as principais adipocinas secretadas pelos adipócitos, a leptina e a 

adiponectina são as adipocinas mais abundantes e que desempenham importante 

papel na relação fisiopatológica entre o aumento da adiposidade e alterações 

cardiometabólicas (Zhao et al., 2021). Os níveis fisiológicos normais de adiponectina 

e leptina são essenciais para manter a função cardiovascular adequada. Contudo, a 

obesidade está associada a altos níveis circulantes de leptina (hiperleptinemia) e 

baixos níveis circulantes de adiponectina (hipoadiponectinemia) (Ghantous et al., 

2015). 

A hiperleptinemia geralmente é associada a um mecanismo compensatório 

para superar a resistência à leptina induzida pela obesidade (Landecho et al., 2019). 

Os níveis elevados de leptina se correlacionam à um perfil pró-inflamatório ao induzir 

a produção de citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral (TNF-α), 

interleucina- 6 (IL-6) e interleucina-12 (IL-12), e ao aumentar a fagocitose pelos 

macrófagos e induzir ativação, proliferação e migração de monócitos (Figura 4), 

contribuindo para os distúrbios metabólicos e cardiovasculares (Tilg and Moschen, 

2006). 

 

Figura 4 – Mecanismos associados ao perfil pró-inflamatório da leptina. Adaptado de Tilg and 

Moschen (2006). 
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Por outro lado, os níveis de adiponectina circulantes se correlacionam à um 

perfil anti-inflamatório ao suprimir a síntese de TNF-α e interferon-γ (IFNγ), além de 

induzir a produção de IL-10 e do antagonista do receptor de IL-1 (IL1-RA), e também 

induzir a apoptose de monócitos e inibir a fagocitose por macrófagos (Figura 5), 

indicando seu papel cardioprotetor no sistema cardiovascular, o qual estaria 

prejudicado na obesidade devido aos baixos níveis circulantes de adiponectina (Tilg 

and Moschen, 2006; Ghantous et al., 2015). Assim, tanto a hiperleptinemia quanto a 

hipoadiponectinemia associadas à obesidade são consideradas biomarcadores 

importantes para predizer desfechos inflamatórios, metabólicos e cardiovasculares 

(Zhao et al., 2021). 

 

Figura 5 - Mecanismos associados ao perfil anti-inflamatório da adiponectina. Adaptado de Tilg 

and Moschen (2006). 

A inflamação crônica de baixo grau induzida pela secreção desregulada de 

adipocinas e pelo aumento na produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

pelos macrófagos residentes no tecido adiposo é considerada um elo importante 

entre a obesidade e a resistência sistêmica à insulina (Tilg and Moschen, 2006). As 

concentrações séricas de vários marcadores pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-1β, 

IL-6 e proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) mostraram estar 

correlacionadas à expansão do tecido adiposo na obesidade e ao desenvolvimento 

da resistência sistêmica à insulina, induzindo a expressão e liberação de mediadores 

inflamatórios importantes que promovem a degradação do receptor da insulina, 
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inibindo diretamente a sua sinalização celular (Figura 6) (Spranger et al., 2003; 

Hammarstedt et al., 2018).  

 

Figura 6 – Inflamação crônica de baixo grau como um elo importante entre a obesidade e a 

resistência sistêmica à insulina. Adaptado de Hammarstedt et al. (2018). 

É importante ressaltar que o perfil biológico do tecido adiposo depende não 

apenas da sua expansão como também da sua distribuição. A distribuição da 

gordura corporal é considerada determinante para o risco de doenças metabólicas e 

cardiovasculares (Britton and Fox, 2011). O tecido adiposo está disperso por todo o 

corpo em depósitos que variam de 5 a 60% do peso corporal total (Cinti, 2001), 

podendo ser dividido em dois depósitos anatômicos principais de acordo com sua 

distribuição, conhecidos como tecido adiposo subcutâneo e tecido adiposo visceral 

(Landecho et al., 2019). 

Estudos epidemiológicos relacionam a expansão do tecido adiposo visceral 

com o elevado risco cardiometabólico, em oposição ao perfil neutro ou até mesmo 

cardioprotetor do tecido adiposo subcutâneo (Oikonomou and Antoniades, 2019). O 

tecido adiposo visceral demonstrou ser metabolicamente mais ativo em comparação 

ao tecido adiposo subcutâneo, apresentando níveis mais elevados de mediadores 

pró-inflamatórios e níveis mais baixos de mediadores anti-inflamatórios em 

comparação ao tecido adiposo subcutâneo, estando mais associado a complicações 



ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS Á OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA DE CAFETERIA E O PAPEL DO PVAT 

 

13 
 

metabólicas e a uma maior incidência de doenças cardiovasculares (Peavy, 2009; 

Landecho et al., 2019).  

O acúmulo de gordura visceral na obesidade é considerado um marcador do 

acúmulo de gordura ectópica (Britton and Fox, 2011). A gordura ectópica é definida 

pelo excesso de tecido adiposo em locais classicamente não associados ao 

armazenamento de tecido adiposo, como fígado, músculo esquelético, rim e 

coração, quando o tecido adiposo atinge sua limitação quanto à capacidade de 

armazenar gordura (Britton and Fox, 2011). 

Os depósitos de gordura ectópica com efeitos predominantemente sistêmicos 

incluem tecido adiposo visceral, fígado e músculo esquelético, enquanto os 

depósitos de gordura ectópica com potenciais efeitos locais incluem pericárdio, rim, 

miocárdio e gordura perivascular (Figura 7) (Britton and Fox, 2011). O acúmulo 

excessivo de lipídios nos tecidos leva à formação de diferentes moléculas lipotóxicas 

que promovem disfunção celular, inflamação local e resistência à insulina, 

contribuindo para o risco elevado de doença cardiovasculares associadas à 

obesidade (Britton and Fox, 2011; Hammarstedt et al., 2018). 

 

 

Figura 7 – Diferentes depósitos de gordura ectópica e seus efeitos sistêmicos e locais. 

Adaptado de Britton and Fox (2011). 
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Assim, podemos dizer que, em conjunto, a expansão e disfunção do tecido 

adiposo na obesidade induz consequências locais e sistêmicas as quais fornecem 

mecanismos diretos e indiretos para a associação entre obesidade e doenças 

cardiovasculares (Oikonomou and Antoniades, 2019). As consequências locais 

incluem hipóxia, inflamação e secreção desregulada de adipocinas pró e anti-

inflamatórias. Já as consequências sistêmicas compreendem resistência à insulina, 

metabolismo anormal de glicose e lipídeos, um estado pró-inflamatório e pró-

trombótico, disfunção endotelial e hipertensão (Poirier et al., 2006; Piche et al., 

2018).  

1.4 Papel do Tecido Adiposo Perivascular na Obesidade e Doenças 
Cardiovasculares 

Embora a expansão do tecido adiposo visceral na obesidade seja comumente 

associada ao aumento do risco de doenças cardiovasculares, é crescente o 

interesse na descoberta do papel que o acúmulo de gordura localizada ao redor dos 

vasos sanguíneos desempenha na patogênese da disfunção vascular (Brown et al., 

2014). O tecido adiposo perivascular (PVAT) situa-se ao redor da camada adventícia 

dos vasos sanguíneos em diversos leitos vasculares com grande, médio e pequeno 

calibre, tendo uma conhecida função de proteção e suporte vascular e depósito de 

lipídios (Szasz et al., 2013).  

O PVAT é estruturalmente distinto da adventícia embora não exista barreira 

clara como uma lâmina elástica entre os dois (Figura 8), podendo, assim, se 

invaginar pela camada adventícia sugerindo que mediadores possivelmente 

secretados pelo PVAT possam alcançar as células musculares lisas e o endotélio 

vascular, participando da homeostase vascular (Majesky, 2015). Dependendo da 

região anatômica e do calibre do vaso sanguíneo, o PVAT pode ser mais abundante, 

como na aorta, discutivelmente separado do tecido adiposo circundante, como o 

PVAT coronariano dentro da gordura epicárdica, ou muitas vezes ausente, como na 

circulação cerebral ou microcirculação (Szasz et al., 2013). 
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Figura 8 - Estrutura do vaso sanguíneo em camadas. Túnica íntima formada por camada única de 

células endoteliais e lâmina elástica interna; Túnica média formada por células do músculo liso e 

lâmina elástica externa; Túnica externa formada por células adventícias e pelo tecido adiposo 

perivascular. Adaptado de Huang Cao et al. (2017). 

Estruturalmente, o PVAT é composto por adipócitos, células estromais, fibras 

nervosas, capilares e células inflamatórias, como macrófagos e linfócitos (Szasz et 

al., 2013). Os adipócitos constituem a população de células mais abundante que 

compõe o PVAT. No entanto, é importante ressaltar que existem diferenças 

fenotípicas e funcionais entre os diferentes depósitos de PVAT (Gil-Ortega et al., 

2015). 

Em roedores, o PVAT é composto por dois tipos de tecido adiposo, o marrom 

e o branco. O tecido adiposo marrom é caracterizado por adipócitos de tamanho 

menor e multiloculares, citoplasma abundante contendo múltiplas pequenas 

vesículas lipídicas e numerosas mitocôndrias. A aparência marrom ou mais escura é 

devido à sua maior vascularização e suprimento sanguíneo (Frontini and Cinti, 

2010). Sua função está relacionada à proteína mitocondrial UCP-1, expressa nesse 

tipo de célula, com função de produção de calor e dissipação de energia (Fedorenko 

et al., 2012). Por outro lado, o tecido adiposo branco é caracterizado por adipócitos 

de tamanho maior e uniloculares, contendo uma menor porção citoplasmática com 

uma única grande vesícula lipídica e pequenas mitocôndrias. A cor branca ou mais 

clara é devido à sua menor vascularização e irrigação sanguínea. Sua principal 

função é o depósito de lipídios para armazenamento de energia (Frontini and Cinti, 

2010).  

A Figura 9 ilustra a classificação do PVAT em roedores como tecido adiposo 

branco ou marrom de acordo com a sua localização anatômica. O PVAT das artérias 
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mesentérica, carótida e femoral é composto primordialmente pelo tecido adiposo 

branco, com adipócitos menos diferenciados, pouca vascularização, perfil específico 

de produção/secreção de adipocinas, infiltrado de macrófagos, células do sistema 

imunológico e fibroblastos. O PVAT da aorta torácica assemelha-se mais ao tecido 

adiposo marrom, com a presença de adipócitos multiloculares, alta abundância de 

mitocôndrias e expressão de genes exclusivamente expressos no tecido adiposo 

marrom. Já o PVAT da aorta abdominal compreende uma mistura entre os tecidos 

adiposos branco e marrom (Brown et al., 2014). Assim, podem existir diferentes 

perfis de vascularização, inervação e liberação de adipocinas dependendo do leito 

vascular (Szasz and Webb, 2012; Padilla et al., 2013; Gil-Ortega et al., 2015; 

Grigoras et al., 2019). 

 

Figura 9 - Classificação do PVAT de roedores como tecido adiposo branco ou marrom de 

acordo com a sua localização anatômica. Adaptado de Brown et al. (2014). 
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Durante décadas, o endotélio foi o foco principal da pesquisa vascular tendo 

sua função amplamente reconhecida como órgão modulador do tônus vascular, 

responsável pela síntese e liberação tanto de fatores vasodilatadores quanto 

vasoconstritores derivados do endotélio (Rubanyi, 1991). No entanto, nos últimos 

anos, a importância de outras células vasculares tem sido cada vez mais 

reconhecida, incluindo células do músculo liso vascular (Lacolley et al., 2012), 

células da adventícia (Stenmark et al., 2013) e os adipócitos que compõe o PVAT 

(Xia and Li, 2017). 

O PVAT era considerado pela biologia vascular um tecido com função apenas 

de suporte e proteção de estruturas adjacentes com funções adicionais de depósito 

de lipídios e termogênese, sendo rotineiramente removido em estudos in vitro a fim 

de simplificar os experimentos em vasos sanguíneos isolados (Gao, 2007; Agabiti-

Rosei et al., 2018). Até que o papel do PVAT sobre a função vascular foi 

demonstrado pela primeira vez por Soltis e Cassis em 1991, quando foi observado 

que a presença do PVAT atenuava significativamente a contração vascular induzida 

por noradrenalina em aortas isoladas de ratos (Soltis and Cassis, 1991). A 

atenuação da vasoconstrição induzida por noradrenalina foi inicialmente atribuída à 

captação dessa monoamina pelo PVAT, interferindo na sua difusão para o tecido 

vascular. 

Apesar dessas descobertas, a relevância do PVAT em desempenhar papel 

potencial na modulação da função vascular permaneceu então despercebida por 

quase dez anos. O interesse pelo PVAT foi resgatado por Lohn e colaboradores 

somente em 2002, quando demonstraram em uma elegante abordagem de 

bioensaio que a transferência do sobrenadante de adipócitos perivasculares em 

cultura, assim como a transferência da solução de preparações contendo o PVAT 

intacto, ao serem incubadas em preparações isentas de PVAT foram capazes de 

reproduzir essencialmente o mesmo efeito anticontrátil frente a diversos outros 

agonistas não sujeitos à captação, incluindo fenilefrina, angiotensina II e serotonina, 

refutando a hipótese de que o efeito anticontrátil do PVAT seria devido à sua 

barreira física capaz de impedir ou diminuir a difusão de moléculas exógenas para o 

tecido vascular (Lohn et al., 2002). Assim, o efeito anticontrátil do PVAT foi atribuído 

a mediadores denominados fatores de relaxamento derivados de adipócitos 

(Adipocyte-Derived Relaxing Fator - ADRF), em analogia ao fator de relaxamento 
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derivado do endotélio (Endothelium-Derived Relaxing Factor - EDRF) descrito na 

década de 1980 (Furchgott and Zawadzki, 1980). 

Após essas descobertas, o PVAT emergiu como uma nova área de pesquisa 

em estudos vasculares e uma série de novas descobertas sobre a sua função foram 

relatadas, levando à ampla aceitação do PVAT como um importante órgão 

endócrino, biologicamente ativo, responsável por secretar diversas substâncias com 

efeitos parácrinos notáveis sobre os vasos sanguíneos (Gollasch and Dubrovska, 

2004; Verlohren et al., 2004; Gao, 2007). A identidade dos fatores secretados pelo 

PVAT ainda segue em estudo, sendo provável uma combinação de diferentes 

moléculas vasodilatadoras e vasoconstritoras dependendo da espécie animal, do 

leito vascular, bem como do estímulo aplicado. Porém, de modo geral, pode-se 

afirmar que em condições fisiológicas o PVAT possui atividade modulatória negativa 

sobre a vasoconstrição de maneira benéfica para a manutenção do tônus vascular 

(Gao, 2007). O equilíbrio entre a secreção de mediadores vasodilatadores ou 

vasoconstritores pelo PVAT é extremamente importante para a manutenção do 

tônus vascular e o desequilíbrio dessa dupla regulação poderia contribuir para a 

disfunção vascular (Gao, 2007). 

A Figura 10 ilustra moléculas biologicamente ativas secretadas pelo PVAT já 

identificadas, incluindo adipocinas como leptina e adiponectina, citocinas e 

quimiocinas como interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-α (TNF‐α) e 

proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP‐1/CCL2), moléculas gasosas como 

óxido nítrico (NO) e sulfeto de hidrogênio (H2S), componentes do sistema renina-

angiotensina como angiotensina 1-7 (Ang 1-7) e angiotensina II (AngI II), e espécies 

reativas de oxigênio como ânions superóxido (O2
-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(Fesus et al., 2007; Gao et al., 2007; Galvez-Prieto et al., 2008; Malinowski et al., 

2008; Fang et al., 2009; Lee et al., 2009; Ketonen et al., 2010a; Dashwood et al., 

2011; Maenhaut and Van de Voorde, 2011). Contudo, os mecanismos responsáveis 

pela secreção desses diferentes mediadores pelo PVAT ainda não são totalmente 

compreendidos.  
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Figura 10 – Diferentes moléculas biologicamente ativas secretadas pelo PVAT com efeitos 

parácrinos sobre os vasos sanguíneos. Elaborado pela autora. 

Uma vez que os efeitos anticontráteis do PVAT seriam, em condições 

fisiológicas, diretamente dependentes da sua massa (Verlohren et al., 2004; Gao et 

al., 2006), em um quadro de obesidade seria concebível que o efeito anticontrátil do 

PVAT estaria aumentado nessas circunstâncias (Fernández-Alfonso et al., 2013; 

Costa et al., 2018). Entretanto, diferentes estudos demonstraram que a obesidade 

desencadeia tanto alterações estruturais quanto funcionais no PVAT, levando à 

secreção desequilibrada a favor de mediadores contráteis, oxidativos e pró-

inflamatórios, culminando na perda de suas propriedades anticontráteis, contribuindo 

para a disfunção vascular (Figura 11) (Gao et al., 2005a; Greenstein et al., 2009; 

Fernández-Alfonso et al., 2013; Owen et al., 2013; Xia and Li, 2017; Costa et al., 

2018).  
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Figura 11 - Influência do PVAT sobre a homeostase vascular durante a obesidade. Adaptado de 

Huang Cao et al. (2017). 

Os mecanismos que medeiam a perda do efeito anticontrátil do PVAT durante 

a obesidade contribuindo para a disfunção vascular e o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares ainda estão em estudo. Evidências crescentes sugerem que a 

hiperativação do sistema renina-angiotensina (SRA) tecidual, presente no PVAT, 

desempenha papel central na patogênese de doenças cardiometabólicas (Mathai et 

al., 2011), uma vez que os componentes essenciais do SRA foram mostrados serem 

expressos no PVAT, incluindo angiotensinogênio, proteína de ligação à renina, 

enzima conversora de angiotensina (ECA) e os receptores peptidérgicos AT1, AT2 e 

Mas (Cassis, 2000; Galvez-Prieto et al., 2008; Nobrega et al., 2019). Além disso, 

como abordado anteriormente, a Ang II está entre os fatores vasoconstritores 

produzidos e secretados pelo PVAT, considerada o principal peptídeo efetor do SRA 

(Galvez-Prieto et al., 2008). Devido aos seus efeitos contráteis, oxidativos e pró-

inflamatórios, a produção local de Ang II pelo PVAT possui impacto substancial na 

função e estrutura vascular, podendo desempenhar papel importante no 

desenvolvimento da disfunção vascular e doenças cardiovasculares associadas à 

obesidade (Cassis et al., 2008; Faria-Costa et al., 2014).  
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Outro mecanismo proposto para explicar a perda do efeito anticontrátil do 

PVAT durante a obesidade, contribuindo para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, é o estresse oxidativo. O estresse oxidativo está intimamente 

relacionado ao SRA (Ramalingam et al., 2017). A Ang II é um potente indutor de 

espécies reativas de oxigênio, como o O2
-, que desempenham papel importante na 

modulação da contração vascular mediado pelo PVAT (Nguyen Dinh Cat et al., 

2013). A secreção de Ang II pelo PVAT também tem sido demonstrada induzir o 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio nos vasos sanguíneos 

(Cassis et al., 2008). Estudos relataram que os adipócitos que compõe o PVAT são 

fonte importante de O2
- vascular, e a enzima NADPH oxidase, que representa a 

principal fonte de O2
- na vasculatura, também foi mostrada ser expressa no PVAT 

(Furukawa et al., 2004; Gao et al., 2006). Além disso, o aumento da atividade de 

NADPH oxidase e da produção de ânions superóxido foi demonstrado em um 

modelo de obesidade induzido por dieta (Ketonen et al., 2010b). 

Diferentes citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias são sensíveis ao status 

redox, relacionando o estresse oxidativo a processos inflamatórios. Assim, o 

estresse oxidativo durante a obesidade tem sido correlacionado ao aumento de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias no PVAT, incluindo leptina, TNF-α, IL-1, IL-

6, IL-17, RANTES, MCP-1, CXCL-3 e CXCL-10 (Chatterjee et al., 2009). Além disso, 

o aumento na produção de espécies reativas também tem sido correlacionado ao 

aumento da atividade e expressão da enzima ciclooxigenase (COX), responsável 

pela produção de prostaglandinas, como a prostaglandina F2α (PGF2α) e o 

tromboxano A2 (TxA2), envolvidos na vasoconstrição e no remodelamento da parede 

vascular, bem como na agregação plaquetária e trombose (Ozen et al., 2013; 

Hernanz et al., 2014). Assim, conforme abordado anteriormente, a obesidade está 

associada a um estado de inflamação crônica de baixo grau que pode ser detectado 

tanto sistemicamente quanto em tecidos específicos, como o PVAT, que adquire um 

perfil pró-inflamatório, contribuindo para a perda do seu efeito anticontrátil durante a 

obesidade (Lumeng et al., 2007; Nosalski and Guzik, 2017). 
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Em conjunto, a hiperativação do SRA, o aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio e a influência predominantemente pró-inflamatória do PVAT 

sobre o tônus vascular, podem ser atribuídos à perda do seu efeito anticontrátil 

durante a obesidade, contribuindo para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. Contudo, ainda há muito a ser investigado para a compreensão 

dos mecanismos envolvidos na secreção de mediadores vasodilatadores e 

vasoconstritores em condições fisiológicas e suas alterações em condições 

patológicas, como a obesidade, levando ao desenvolvimento de novas estratégias 

para a prevenção ou tratamento da disfunção vascular e doenças cardiovasculares 

associada à obesidade.  

Dessa forma, sabendo-se que atualmente a obesidade já afeta mais de um 

terço da população mundial estando entre as causas mais importantes de doenças 

cardiovasculares, e que a dieta de cafeteria reflete a variedade de alimentos 

processados altamente calóricos de fácil acesso nas sociedades ocidentais, 

contribuindo para o desenvolvimento da obesidade e desordens metabólicas, é 

necessária a melhor compreensão de como a obesidade induzida pela dieta de 

cafeteria afetaria o sistema cardiovascular e o perfil vasoativo do PVAT, fornecendo 

alvos para possíveis intervenções farmacológicas. A hipótese desse trabalho é que a 

dieta de cafeteria irá provocar alterações metabólicas que possam se relacionar ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares relacionadas à obesidade, como 

insuficiência cardíaca, disfunção endotelial e aumento da contratilidade vascular, 

além de induzir a produção de fatores vasoconstritores, oxidativos e inflamatórios 

pelo PVAT por meio da hiperativação do sistema renina-angiotensina, contribuindo 

para a disfunção vascular. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o impacto da dieta de cafeteria sobre o sistema cardiovascular, bem 

como sua influência no perfil vasoativo do PVAT, identificando os mecanismos de 

ação relacionados às alterações observadas. 

2.2 Objetivos Específicos 

Investigar se a dieta de cafeteria: 

✓ Provoca alterações metabólicas que possam se relacionar ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares associadas à obesidade; 

✓ Desencadeia alterações cardíacas a nível celular e funcional; 

✓ Induz alterações na contratilidade ou no relaxamento vascular; 

✓ Altera o perfil vasoativo do PVAT; 

Verificar se as alterações observadas são reversíveis ou modificáveis com o 

tratamento dietético, alternando a dieta de cafeteria pela dieta padrão para roedores. 
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3 Materiais e Métodos 

3.1 Animais e Delineamento Experimental 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c com 8 semanas 

de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG). Os animais foram mantidos no Laboratório de Farmacologia Vascular sob 

condições controladas de temperatura e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h), 

com livre acesso à água e ração. Todos os procedimentos experimentais foram 

conduzidos de acordo com as Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), submetidos à análise do Comitê de Ética e Uso 

de Animais (CEUA) da UFMG e aprovados sob o número de protocolo 383/2016. 

Os animais foram divididos randomicamente em dois grupos: grupo controle e 

grupo CAF. O grupo controle recebeu dieta padrão para roedores de laboratório 

(Nuvilab CR-1, Nuvital, Colombo/PR). Já o grupo CAF recebeu dieta hipercalórica do 

tipo cafeteria contendo pellets salgados (25% batata frita tipo chips industrializada, 

25% amendoim, 30% manteiga sem sal e 20% ração padrão para roedores) e pellets 

doces (25% leite condensado, 25% biscoito wafer de chocolate, 30% amendoim e 

20% ração padrão para roedores), com livre acesso à água contendo açúcar 

refinado (105 mg/mL) (Oliveira et al., 2017). A Tabela 1 apresenta a composição 

nutricional das dietas controle e cafeteria calculada de acordo com os fabricantes 

dos produtos. As dietas foram fornecidas por 4 semanas, a partir de 8 semanas de 

idade, de forma que os animais dos grupos controle e CAF tivessem 12 semanas de 

idade no momento da eutanásia (Figura 12). 

Tabela 1 - Composição Nutricional das Dietas Controle e Cafeteria 

 DIETA 
CONTROLE 

DIETA DE 
CAFETERIA 

COMPOSIÇÃO kcal% kcal% 

PROTEÍNAS 31,1 11 

CARBOIDRATOS 65,8 31 

LIPÍDIOS 3,1 58 

KCAL/G 4,0 5,8 
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Figura 12 - Representação esquemática do delineamento experimental. Elaborado pela autora. 

3.2 Peso Corporal, Consumo de Ração e Índice de Adiposidade 

O peso corporal e o consumo de ração dos animais foram avaliados 

semanalmente durante as 4 semanas de estudo. Amostras dos tecidos adiposos 

epididimal, retroperitoneal e mesentérico dos grupos controle e CAF foram coletadas 

e pesadas no momento da eutanásia para a avaliação do índice de adiposidade 

calculado de acordo com a equação abaixo (Oliveira et al., 2017). 

Índice de Adiposidade (%) =  
∑ Peso dos Tecidos Adiposos

Peso do Animal
 × 100 

3.3 Registro da Pressão Arterial Sistólica 

A pressão arterial sistólica (PAS) foi determinada em mmHg semanalmente 

utilizando o método não invasivo da pletismografia de cauda (Pletismógrafo LE5001; 

Panlab®, Barcelona, Espanha). Após o pré-condicionamento na câmara de 

contenção, foram obtidas dez leituras consecutivas de cada animal dos grupos 

controle e CAF, e a medida individual da pressão arterial foi calculada pela média 

das leituras obtidas. 

3.4 Testes de Tolerância Oral à Glicose e Sensibilidade à Insulina 

Ao final da 4ª semana de dieta foram realizados os testes de tolerância oral à 

glicose e sensibilidade à insulina, respeitando um intervalo de 3 dias entre cada um 

dos testes. Para o teste de tolerância oral à glicose os animais dos grupos controle e 

CAF foram deixados em jejum durante 6 h e, após esse período, a glicose foi 

administrada via oral por gavagem (2mg/g de peso corporal). Os níveis de glicose 

foram monitorados a partir de amostras de sangue da cauda nos tempos 0, 15, 30, 

60, 90 e 120 minutos após a sobrecarga de glicose utilizando o glicosímetro Accu-

Check (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). O teste de sensibilidade à insulina foi 

realizado após injeção intraperitoneal de insulina (0,75 U/kg de peso corporal) em 
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animais dos grupos controle e CAF em estado alimentado. Amostras de sangue da 

cauda foram coletadas nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a injeção de 

insulina para a medida dos níveis de glicose no sangue. 

3.5 Determinação dos Parâmetros Séricos 

 Os níveis séricos de glicose, colesterol e triglicerídeos em jejum foram 

avaliados utilizando kits enzimáticos colorimétricos (KATAL, Belo Horizonte, MG, 

Brasil) e determinados por espectrofotometria. 

3.6 Determinação de Adipocinas no Soro por ELISA 

A quantificação das adipocinas leptina, adiponectina, quemerina e resistina no 

soro foram determinadas pelo ensaio de ELISA (R&D Systems Europe Ltd., 

Abington, Reino Unido), de acordo com as instruções do fabricante. As 

concentrações das adipocinas foram avaliadas em diluição 1:2 para leptina, 1:12000 

para adiponectina, 1:500 para quemerina, 1:100 para resistina diluídas em PBS 

(Phosphate Buffered Saline) contendo 0,1% de BSA (Bovine Serum Albumin). Foram 

adicionados 100 μL de solução por poço na concentração adequada do anticorpo de 

captura específico de cada adipocina. A placa contendo a solução com o anticorpo 

de captura permaneceu à temperatura de 4°C em local úmido e protegido da luz até 

o dia seguinte, após o período, cada poço foi lavado 3 vezes com solução 

PBS/Tween 0,1%. Em seguida, foram adicionados 200 μL de solução de bloqueio 

(PBS contendo 1% de BSA) que permaneceu na placa por 1 hora. Ao término do 

tempo, as placas foram novamente lavadas para a adição das amostras e os 

padrões das adipocinas a partir de concentrações decrescentes, sendo assim 

formada a curva padrão. As placas foram incubadas até o dia seguinte nas mesmas 

condições anteriores. As placas foram lavadas e adicionado 100 μL da solução com 

anticorpo de detecção em cada poço das placas. Cada placa foi incubada em 

temperatura ambiente por duas horas. Transcorrido este período e após lavagem, foi 

adicionada à cada placa, solução contendo estreptavidina. Após 30 minutos, as 

placas foram novamente lavadas e foi adicionado o tampão substrato contendo o-

fenilenodiamina (OPD, Sigma) e peróxido de hidrogênio 30% (H2O2, Merck). A 

reação foi interrompida com ácido sulfúrico (H2SO4) 1 M. O produto de oxidação do 

OPD foi detectado por colorimetria a 490 nm. 

  



ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS Á OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA DE CAFETERIA E O PAPEL DO PVAT 

 

27 
 

3.7 Peso dos Órgãos  

Logo após a eutanásia, o coração e o fígado foram cuidadosamente retirados 

para pesagem em balança analítica. A tíbia direita foi dissecada para medida do 

comprimento, utilizada como correção do peso dos órgãos. 

3.8 Extração da Gordura Hepática 

A gordura total do fígado foi extraída pelo método de Folch (Folch et al. 1957). 

O fígado foi homogeneizado com uma solução composta por clorofórmio:metanol 

(2:1) para extrair os lipídeos das amostras. Após a extração, a solução foi filtrada e 

misturada com solução salina a 0,9%. A fase superior foi aspirada e uma alíquota da 

fase inferior foi transferida para um recipiente pré-pesado. O colesterol total e os 

triglicerídeos do fígado foram medidos por kits enzimáticos (KATAL, Belo Horizonte, 

MG) após a dissolução em isopropanol do extrato prévio de lipídeos do fígado. 

3.9 Análise Histológica 

Cuidadosamente o tecido adiposo epididimal e o fígado dos grupos controle e 

CAF foram isolados e fixados em paraformaldeído 7% por 48 h com o objetivo de 

preservar a morfologia e a composição do tecido. Posteriormente, as amostras foram 

submetidas à desidratação realizada em concentrações crescentes de álcool etílico 

(70%, 80%, 90% e absoluto I, II e III) permanecendo por período de 30 minutos em 

cada solução. Em seguida, foi realizada a diafanização em que os tecidos foram 

banhados em xilol I, II e III, permanecendo por período de 20 minutos em cada 

solução e, logo após, os tecidos foram impregnados com parafina durante 1 h e 

incluídos na mesma. Cortes de 5 µm de espessura foram desparafinizados, 

reidratados e submetidos à coloração usual Hematoxilina e Eosina para visão geral 

e análise morfológica. Sessões do fígado e do tecido adiposo epididimal foram 

fotografadas usando câmera digital acoplada a um microscópio (200x). 

3.10 Eletrocardiograma 

Os eletrocardiogramas (ECG) foram realizados em animais dos grupos 

controle e CAF anestesiados com isoflurano (1-2%) por 10 minutos, utilizando um 

eletrocardiógrafo não invasivo de 6 canais (ECG-PC versão 2.07, Tecnologia 

Eletrônica Brasileira - TEB, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os parâmetros de ECG 

foram retirados da derivação periférica II, a 50 mm/s, e 2 N. O eixo cardíaco foi 

calculado a partir de I e AvF.  
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3.11 Função Cardíaca 

 Para avaliar a função cardíaca ex vivo, foi utilizada a técnica de Langendorff 

com fluxo constante. Os animais foram eutanasiados por decaptação 10 minutos 

após a injeção intraperitoneal de 50 µl de heparina (5.000 UI/mL). Após a abertura 

da cavidade torácica, os corações foram retirados e colocados em uma placa de 

petri contendo solução de Krebs (em mmol/L: NaCl 113,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,1; 

MgCl2.6H2O 1,1; NaHCO3 22,0; glicose 11,0; CaCl2 1,35) com pH estável de 7,4 a 

4ºC. A solução de Krebs deve ser fria para diminuir o metabolismo do miocárdio e o 

consumo de O2 durante o tempo entre a eutanásia e a canulação da aorta. Em 

seguida, a aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira ramificação e 

fixada a uma agulha de aço inoxidável conectada ao sistema de perfusão que leva a 

solução de Krebs às artérias coronarianas. Os corações foram perfundidos 

retrogradamente com fluxo constante de 3 mL/min com uma pressão de 60 a 80 

mmHg de solução de Krebs, aerada com carbogênio (95% O2 e 5% CO2) a uma 

temperatura de 36ºC. Para analisar os parâmetros de contratilidade do ventrículo 

esquerdo, o átrio esquerdo foi retirado e um balão de látex customizado conectado a 

um transdutor de pressão e um amplificador (AVS projects, SP, Brasil) foi introduzido 

até a câmara do ventrículo esquerdo. Depois de introduzido, o balão foi inflado para 

ajustar a pressão sistólica do ventrículo esquerdo em aproximadamente 100 mmHg 

(Kaakinen et al., 2017). O transdutor de pressão acoplado ao balão registrou a 

pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (PDVE) e as derivadas dp/Dt 

máxima e mínima. A PDVE foi calculada pela subtração da pressão sistólica do 

ventrículo esquerdo pela pressão diastólica final do ventrículo esquerdo. Após o 

período de estabilização de 30 minutos, os corações foram estimulados 

farmacologicamente com isoprenalina (10-13 mol/L - 3x10-5 mol/L) e as curvas 

concentração-resposta foram analisadas. 

3.12 Contratilidade dos Cardiomiócitos 

Os cardiomiócitos foram isolados de acordo com a metodologia descrita por 

Guatimosim et al., (2002). Os animais dos grupos controle e CAF foram 

eutanasiados por decaptação e o coração foi rapidamente removido e perfundido 

retrogradamente via método de Langendorff com solução de Tyrode modificada livre 

de Ca2+ (em mmol/L: NaCl 130,0; KCl 5,4; HEPES 25,0; MgCl2 0,5; NaH2PO4 0,33; 

glicose 22,0 e insulina 100 U/mL; pH=7,4). Posteriormente, o coração foi perfundido 
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com solução de Tyrode modificada livre de Ca2+ contendo 50 µmol/L de CaCl2 e 

colagenase (tipo 2 – 1 mg/mL) durante 15 minutos. Após essa etapa de digestão 

enzimática, as câmaras ventriculares foram separadas e submetidas à digestão 

mecânica, sendo em seguida filtrado para remover o tecido que não foi digerido. A 

concentração extracelular de Ca2+ foi aumentada após três ciclos de centrifugação e 

troca de tampão, chegando a 500 µmol/L ao final do processo. Logo após, as células 

foram novamente centrifugadas e mantidas em solução de Tyrode. Uma câmera 

CMOS digital de alta velocidade (SILICON VIDEO ® 642M, EPIX, Inc) foi acoplada 

em um microscópio invertido Nikon Eclipse Ti-e contendo uma objetiva de 40x 

(Nikon Japan, abertura numérica de 0.55 e distância de trabalho de 2.1 mm). Na 

platina do microscópio, foi adicionada uma incubadora (modelo ChamlideIC-CU:109, 

Live Cell Instrument, Nowan-gu, Korea) que mantém uniforme os níveis de 

temperatura (37ºC) e umidade (60%). Os cardiomiócitos adultos foram estimulados 

eletricamente por meio de eletrodos de platina (1Hz, 30V) com pulsos de voltagem 

de duração de 5 ms. A sequência de imagens foi registrada durante 1 minuto pela 

câmera, com uma taxa de captura de 200 Hz, gerando um total de 12.000 imagens, 

com uma resolução de 640x200 pixels (0.2375 µm/pixel) e com uma profundidade 

de 8 bits. Para a obtenção dos parâmetros de contratilidade, foi utilizada a 

metodologia descrita em Scalzo et al 2017 (Dissertação de Mestrado). Brevemente, 

a velocidade de contratilidade foi obtida por meio do fluxo ótico calculado a partir de 

todos os pontos (pixels) em cada imagem. Posteriormente, a velocidade final foi 

obtida pela média da magnitude de movimento do cardiomiócito de cada imagem e 

plotado em um gráfico de velocidade por tempo. 

3.13 Reatividade Vascular 

Os animais dos grupos controle e CAF foram submetidos à eutanásia por 

decapitação e a porção torácica da aorta foi cuidadosamente isolada e transferida 

para uma placa de Petri contendo solução fisiológica de Krebs-Henseleit modificado 

com a seguinte composição (em mmol/L): NaCl 135,0; KCl 5,0; KH2PO4 1,17; CaCl2 

2,5; MgSO4 1,4; NaHCO3 20,0; glicose 11,0. A aorta foi seccionada em quatro anéis 

de aproximadamente 3 mm de comprimento cada e, em metade dos anéis o tecido 

adiposo perivascular foi completamente retirado, enquanto a outra metade foi 

mantida intacta. Ganchos de metal foram inseridos no lúmen do vaso de modo que 

permanecessem paralelos. Posteriormente, o sistema foi montado em banho para 
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órgão isolado contendo 10 mL de solução fisiológica de Krebs-Henseleit modificado 

mantido a temperatura de 37°C com pH estável de 7,4 e aerado com mistura 

carbogênica contendo 95% O2 e 5% CO2 (White Martins, Brasil). 

Curvas de tensão foram realizadas para determinar a melhor tensão 

isométrica para a estabilização das aortas dos grupos controle e CAF. As 

preparações foram mantidas em repouso por 60 minutos sob diferentes valores de 

tensão 0,9 mN (0,1g), 1,9 mN (0,2g), 2,9 mN (0,3g), 3,9 mN (0,4g), 4,9 mN (0,5g), 

5,9 mN (0,6g) ou 6,9 mN (0,7 g) e estimuladas com cloreto de potássio (0,09 mol/L) 

em cada uma delas até atingirem o platô de vasoconstrição. Após a análise da 

melhor resposta de contração vascular entre as tensões isométricas avaliadas, a 

tensão 3,9 mN (0,4 g) obteve a melhor resposta registrada para os grupos controle e 

CAF, sendo a tensão escolhida para os protocolos experimentais de reatividade 

vascular. 

As próximas preparações foram então mantidas sob tensão basal de 3,9 mN 

(0,4 g) e, após o período de 60 minutos de estabilização, os anéis de aorta foram 

estimulados com cloreto de potássio (0,09 mol/L) com o objetivo de determinar se as 

preparações estavam viáveis. Posteriormente, os anéis de aorta foram estimulados 

com fenilefrina (EC50: 10-7 mol/L) e a presença do endotélio funcional foi verificada 

pela adição de acetilcolina (EC50: 10-6 mol/L). A integridade da camada endotelial foi 

considerada em preparações que apresentaram um mínimo de 80% de relaxamento 

para acetilcolina. A lesão das células endoteliais foi confirmada em preparações que 

apresentaram um máximo de 20% de relaxamento para acetilcolina, sem prejudicar 

a maquinaria contrátil. 

Para avaliar o efeito da dieta de cafeteria na contratilidade vascular, foram 

realizadas curvas cumulativas concentração-resposta para fenilefrina (PE: 10-10 

mol/L - 10-4 mol/L) em aortas torácicas com endotélio íntegro na presença e 

ausência do PVAT nos grupos controle e CAF. Para avaliar o efeito da dieta de 

cafeteria no relaxamento vascular, as aortas foram pré-contraídos com PE (10-7 

mol/L) e curvas cumulativas concentração-resposta para acetilcolina (ACh: 10-10 

mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas na presença e ausência do PVAT nos grupos 

controle e CAF. 
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 Após a caracterização do efeito da dieta de cafeteria sobre o perfil 

vasoconstritor e vasodilatador da aorta na presença ou ausência do PVAT, as 

seguintes possíveis vias de sinalização envolvidas foram avaliadas. 

ETAPA I 

3.14 Mecanismos de Ação Envolvidos na Hiporresponsividade Aórtica 

Para os experimentos a seguir, foram utilizadas aortas torácicas sem PVAT, 

com o endotélio vascular íntegro ou não. Os protocolos tiveram como objetivo 

investigar se a via de sinalização: receptor da leptina - PI3K – AKT – NOS estaria 

envolvida na hiporresponsividade aórtica observada no grupo CAF na ausência do 

PVAT.  

3.14.1 Silenciamento do Receptor da Leptina 

Um dos métodos baseados em mRNA para silenciamento de genes é a 

utilização de agentes antisense. Essa estratégia consiste em introduzir um 

oligonucleotídeo complementar ao mRNA-alvo dentro de uma determinada célula, 

por exemplo. O híbrido DNA-RNA formado pode bloquear a ligação do mRNA ao 

ribossomo ou ativar a degradação do mRNA-alvo por RNAse (Barbosa and Lin, 

2004). 

Para verificar a participação da ativação do receptor da leptina na diminuição 

da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, a técnica de antisense 

oligodesoxinucleotídeos (AS-ODN) in vivo foi utilizada para a redução da expressão 

protéica do receptor da leptina (ObR knockdown). Para tal, foram utilizadas 

sequências de 23 bases marcadas com fosforotiolato para evitar a degradação por 

nucleases endógenas. O AS-ODN fosforotioado foi construído com base na 

sequência encontrada em camundongos. A seguinte sequência específica para o 

receptor da leptina foi utilizada: 5’ ACA CTG TTA ATT TCA CAC CAG AG 3’ adquirido 

na Síntese Biotecnologia (Belo Horizonte, MG, Brasil). 

A sequência AS-ODN foi dissolvida em 200 μL de solução salina estéril (NaCl 

0,9%) para uma concentração de 1 nmol/100μL. Os animais foram previamente 

anestesiados por injeção intraperitoneal com 80 μL de uma mistura contendo salina 

0,9%, quetamina 10% e xilazina 2% na proporção 4:3:1, respectivamente. 

Posteriormente, foram administrados 2 nmoles do AS-ODN por via intravenosa por 
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meio da veia peniana 24 h antes do experimento de reatividade vascular. Após 24 h 

da administração do AS-ODN, a aorta foi cuidadosamente isolada e, decorrido o 

período de estabilização, curvas cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 

mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas. 

3.14.2 Ativação da Via PI3K-AKT-NOS 

Visando confirmar o envolvimento da via de sinalização PI3K-AKT-NOS na 

diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, anéis de 

aorta foram incubados com o inibidor da enzima PI3K, LY294,002 (10-6 mol/L), ou 

com o inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS), L-NAME (10-4 

mol/L), durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, curvas cumulativas 

concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas. 

Uma vez confirmada a participação da NOS na hiporresponsividade aórtica 

induzida pela dieta de cafeteria, o envolvimento de suas isoformas foi avaliado. Para 

isso, anéis de aorta foram incubados com o inibidor seletivo da isoforma neuronal da 

NOS, 7Ni (10-4 mol/L), ou com o inibidor seletivo da isoforma induzida da NOS 

(iNOS), 1400W (10-5 mol/L), durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, 

curvas cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram 

realizadas. 

3.14.3 Silenciamento da Isoforma Endotelial da NOS 

Para verificar a participação da isoforma endotelial da NOS (eNOS) na 

diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, a técnica de 

antisense oligodesoxinucleotídeos (AS-ODN) in vivo foi utilizada para a redução da 

expressão protéica da eNOS (eNOS knockdown). Para tal, foram utilizadas 

sequências de 19 bases marcadas com fosforotiolato para se evitar a degradação 

por nucleases endógenas. O AS-ODN fosforotioado foi construído com base na 

sequência encontrada em camundongos. A seguinte sequência específica para a 

eNOS foi utilizada: 5' CTC TTC AAG TTG CCC ATG T 3' (número de acesso 

Genbank NM_008713) adquirido na Síntese Biotecnologia (Belo Horizonte, MG, 

Brasil). 

A sequência AS-ODN foi dissolvida em 200 μL de solução salina estéril (NaCl 

0,9%) para uma concentração de 1 nmol/100μL. Os animais foram previamente 

anestesiados por injeção intraperitoneal com 80 μL de uma mistura contendo salina 
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0,9%, quetamina 10% e xilazina 2% na proporção 4:3:1, respectivamente. 

Posteriormente, foram administrados 2 nmoles do AS-ODN por via intravenosa por 

meio da veia peniana 24 h antes do experimento de reatividade vascular. Após 24 h 

da administração do AS-ODN, a aorta foi cuidadosamente isolada e, decorrido o 

período de estabilização, curvas cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 

mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas. 

3.14.4 Participação do Endotélio Vascular 

Com o objetivo de analisar se o endotélio vascular estaria envolvido na 

diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, a camada 

endotelial foi cuidadosamente removida e, decorrido o período de estabilização, 

curvas cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram 

realizadas. 

3.14.5 Participação do Peróxido de Hidrogênio 

Visando confirmar a participação do peróxido de hidrogênio (H2O2) na 

diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, anéis de 

aorta foram incubados durante 30 minutos com catalase (300 U/mL), enzima 

responsável pela metabolização de H2O2. Decorrido o período de incubação, curvas 

cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram 

realizadas.  

Para analisar a participação do peróxido de hidrogênio em conjunto com o 

óxido nítrico na diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo 

CAF, anéis de aorta foram incubados concomitantemente com catalase (300 U/mL) 

e L-NAME (10-4 mol/L) durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, 

curvas cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram 

realizadas. 

3.14.6 Determinação dos Níveis de Óxido Nítrico e Peróxido de Hidrogênio  

A técnica de fluorescência foi utilizada para a avaliação dos níveis de óxido 

nítrico e peróxido de hidrogênio em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. 

Para isso, a porção torácica da aorta foi cuidadosamente isolada e embebida em 

composto OCT (resina para congelamento rápido de tecidos e corte em criostato; 

Tissue-Tek; Qaigen, Hilden, Alemanha), acondicionadas à -20ºC. As aortas 

congeladas foram então seccionadas em cortes de 20 μm de espessura e aderidas a 
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lâminas de vidro previamente gelatinizadas. (Gelatinização: As lâminas foram 

lavadas por 20 minutos em água corrente. Em seguida, cada lâmina foi lavada 

novamente com jatos de água e secas à temperatura ambiente. Para o preparo da 

gelatina, foram aquecidos 2 L de água, sem ferver, temperatura aproximada de 60º a 

70º C. Em um homogeneizador aquecido, foi adicionado 1 g de sulfato de cromo e, 

em seguida, 10 g de gelatina microbiológica. As lâminas foram adicionadas em 

cestas que as deixaram separadas e essas foram submersas em um recipiente 

contendo a gelatina pronta por 30 minutos. As lâminas foram retiradas da gelatina e 

acondicionadas à temperatura ambiente por 24 h até secarem). 

 As sondas DAF-2DA e DCF-DA (2.5 µmol/L) foram aplicadas aos cortes de 

maneira isolada para avaliar in situ a formação de NO e H2O2, respectivamente. As 

lâminas foram incubadas, protegidas da luz, em estufa a 37°C durante 30 minutos. 

Posteriormente, as lâminas foram incubadas com PBS, protegidas da luz, em estufa 

a 37°C durante 10 minutos. 

As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Imager A2, onde a sonda DAF-2DA foi excitada a um comprimento de onda 488 nm 

com espectro de emissão em 519 nm, e a sonda DCF-DA foi excitada a um 

comprimento de onda 590 nm com espectro de emissão em 618 nm. A aquisição 

das imagens foi realizada sob os padrões de calibragem idênticos para os grupos 

controle e CAF. A análise quantitativa das imagens foi realizada por meio do 

software ImageJ (1.45) e expressa como intensidade de fluorescência das sondas 

em questão (% de emissão por núcleos celulares). 

3.14.7 Imunomarcação das Isoformas Endotelial, Induzida e Neuronal da NOS 

A técnica de imunofluorescência foi utilizada no intuito de identificar a 

localização das isoformas da NOS em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. 

Para isso, as aortas torácicas foram cuidadosamente isoladas e acondicionadas 

diretamente em OCT (resina para congelamento rápido de tecidos e corte em 

criostato; Tissue-Tek; Qaigen, Hilden, Alemanha) e, posteriormente, acondicionadas 

à -20ºC. Depois de congelados, os blocos foram cortados em criostato com 

espessura de 0,10 µm e acondicionados em lâminas previamente gelatinizadas.  

Para a realização da imunolocalização das isoformas da NOS, os cortes 

foram fixados com acetona PA gelada por 15 minutos seguido por 3 lavagens a cada 
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5 minutos com PBS no intuito de retirar toda a acetona. As ligações inespecíficas 

foram bloqueadas com solução permeabilizante (0,1% de Triton X-100, BSA 4% em 

PBS 1x) por um período de 1 h em temperatura ambiente. Após o bloqueio, os 

cortes foram incubados com anticorpos primários anti-eNOS 1:100; policlonal feito 

em camundongo; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-iNOS 1:100; policlonal feito 

em camundongo; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-nNOS 1:100; policlonal feito 

em coelho; Santa Cruz Biotechnology Inc.) overnight em geladeira a 4ºC. Após 

lavagem com permebilizante seguida de PBS, os cortes foram incubados com 

anticorpos secundários específicos marcados com fluoróforo Alexa-488 ou Alexa-

568 (1:500; Thermo Scientific) por 2 h a temperatura ambiente. Após lavagens com 

solução permeabilizante e PBS, as lâminas receberam um meio de montagem e 

foram cobertos com lamínula.  

As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Imager A2, com excitação a 488 nm e espectro de emissão em 519 nm. A aquisição 

das imagens foi realizada sob os padrões de calibragem idênticos para os grupos 

controle e CAF. A análise quantitativa das imagens foi realizada por meio do 

software ImageJ (1.45) e expressa como intensidade de fluorescência da sonda em 

questão (% de emissão por núcleos celulares). 

ETAPA II 

3.15 Mecanismos de Ação Envolvidos no Perfil Vasoconstritor do PVAT 
Induzido pela Dieta de Cafeteria 

Para os experimentos a seguir, foram utilizadas aortas torácicas com e sem 

PVAT, com o endotélio vascular íntegro. Os protocolos tiveram como objetivo 

investigar se a via de sinalização: sistema renina-angiotensina – ânions superóxido – 

enzima ciclooxigenase – prostanóides vasoconstritores estaria envolvida no perfil 

vasoconstritor observado em aortas com PVAT do grupo CAF.  

3.15.1 Ativação do Sistema Renina-Angiotensina 

Para verificar o envolvimento da ativação do sistema renina-angiotensina no 

perfil vasoconstritor do PVAT induzido pela dieta de cafeteria, anéis de aorta foram 

incubados com o inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), captopril 

(10-5 mol/L), durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, curvas 
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cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram 

realizadas. 

Uma vez confirmada a participação da ECA no perfil vasoconstritor do PVAT 

induzido pela dieta de cafeteria, a ativação do receptor AT1 foi avaliada. Para isso, 

anéis de aorta foram incubados com o antagonista seletivo do receptor AT1, 

losartana (10-5 mol/L), durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, curvas 

cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram 

realizadas. 

3.15.2 Participação da Enzima NADPH Oxidase e Produção de Ânions 
Superóxido 

Visando confirmar a participação de enzima NADPH oxidase no perfil 

vasoconstritor do PVAT induzido pela dieta de cafeteria, anéis de aorta foram 

incubados com apocinina (10-4 mol/L) durante 30 minutos. Decorrido o período de 

incubação, curvas cumulativas concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 

mol/L) foram realizadas.  

Para analisar a participação de ânions superóxido no perfil vasoconstritor do 

PVAT induzido pela dieta de cafeteria, anéis de aorta foram incubados com tiron (10-

3 mol/L) durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, curvas cumulativas 

concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas. 

3.15.3 Ativação da Enzima Ciclooxigenase e Produção de Mediadores 
Vasoconstritores 

Com o objetivo de analisar se a ativação da enzima ciclooxigenase (COX) 

estaria envolvida no perfil vasoconstritor do PVAT induzido pela dieta de cafeteria, 

anéis de aorta foram incubados com o inibidor não seletivo da COX, ibuprofeno (10-5 

mol/L), durante 30 minutos. Decorrido o período de incubação, curvas cumulativas 

concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas.  

Uma vez confirmada a participação da COX no perfil vasoconstritor do PVAT 

induzido pela dieta de cafeteria, o envolvimento de suas isoformas foi avaliado. Para 

isso, anéis de aorta foram incubados com o inibidor seletivo da COX1, mofezolac (10-

6 mol/L), ou com o inibidor seletivo da COX2, nimesulida (10-6 mol/L), durante 30 

minutos. Decorrido o período de incubação, curvas cumulativas concentração-

resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas. 
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 Posteriormente, para avaliar a participação dos prostanóides vasoconstritores 

prostaglandina F2α e tromboxano no perfil vasoconstritor do PVAT induzido pela 

dieta de cafeteria, anéis de aorta foram incubados durante 30 minutos com o 

antagonista seletivo do receptor de prostaglandina F2α (PGF2α), AH6809 (10-5 

mol/L), ou com o antagonista seletivo do receptor de tromboxano A2 (TxA2), 

seratrodaste (10-6 mol/L). Decorrido o período de incubação, curvas cumulativas 

concentração-resposta para PE (10-10 mol/L - 10-4 mol/L) foram realizadas. 

3.15.4 Determinação dos Níveis de Ânions Superóxido  

A técnica de fluorescência foi utilizada para a avaliação dos níveis de ânions 

superóxido nas aortas dos grupos controle e CAF. Para isso, a porção torácica da 

aorta foi cuidadosamente isolada e embebida em composto OCT (resina para 

congelamento rápido de tecidos e corte em criostato; Tissue-Tek; Qaigen, Hilden, 

Alemanha), acondicionadas à -20ºC. As aortas congeladas foram então seccionadas 

em cortes de 20 μm de espessura e aderidas a lâminas de vidro previamente 

gelatinizadas.  

 A sonda DHE (1µmol/L) foi aplicada aos cortes de maneira isolada para 

avaliar in situ a formação de O2
-. As lâminas foram incubadas, protegidas da luz, em 

estufa a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, as lâminas foram incubadas com 

PBS, protegidas da luz, em estufa a 37°C durante 10 minutos. 

As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Imager A2, onde a sonda DHE foi excitada a um comprimento de onda 488 nm com 

espectro de emissão em 519 nm. A aquisição das imagens foi realizada sob os 

padrões de calibragem idênticos para os grupos controle e CAF. A análise 

quantitativa das imagens foi realizada por meio do software ImageJ (1.45) e 

expressa como intensidade de fluorescência da sonda em questão (% de emissão 

por núcleos celulares). 

3.15.5 Imunomarcação das Isoformas COX1 e COX2 

A técnica de imunofluorescência foi utilizada no intuito de identificar a 

localização das isoformas da COX em aortas com PVAT dos grupos controle e CAF. 

Para isso, as aortas torácicas foram cuidadosamente isoladas e acondicionadas 

diretamente em OCT (resina para congelamento rápido de tecidos e corte em 

criostato; Tissue-Tek; Qaigen, Hilden, Alemanha) e, posteriormente, acondicionadas 
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à -20ºC. Depois de congelados, os blocos foram cortados em criostato com 

espessura de 0,10 µm e acondicionados em lâminas previamente gelatinizadas.  

Para a realização da imunolocalização das isoformas da COX, os cortes 

foram fixados com acetona PA gelada por 15 minutos seguido por 3 lavagens a cada 

5 minutos com PBS no intuito de retirar toda a acetona. As ligações inespecíficas 

foram bloqueadas com solução permeabilizante (0,1% de Triton X-100, BSA 4% em 

PBS 1x) por um período de 1 h em temperatura ambiente. Após o bloqueio, os 

cortes foram incubados com anticorpos primários anti-COX1 1:100; policlonal feito 

em camundongo; Santa Cruz Biotechnology Inc.) e anti-COX2 1:100; policlonal feito 

em camundongo; Santa Cruz Biotechnology Inc.) overnight em geladeira a 4ºC. 

Após lavagem com permebilizante seguida de PBS, os cortes foram incubados com 

anticorpos secundários específicos marcados com fluoróforo Alexa-488 ou Alexa-

568 (1:500; Thermo Scientific) por 2 h a temperatura ambiente. Após lavagens com 

solução permeabilizante e PBS, as lâminas receberam um meio de montagem e 

foram cobertos com lamínula.  

As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Imager A2, com escitação a 488 nm e espectro de emissão em 519 nm. A aquisição 

das imagens foi realizada sob os padrões de calibragem idênticos para os grupos 

controle e CAF. A análise quantitativa das imagens foi realizada por meio do 

software ImageJ (1.45) e expressa como intensidade de fluorescência da sonda em 

questão (% de emissão por núcleos celulares). 

3.16 Tratamento Dietético 

Para avaliar se o tratamento dietético reverte as principais alterações 

metabólicas e cardiovasculares induzidas pela dieta de cafeteria, os animais foram 

divididos randomicamente em três grupos: grupo controle, grupo CAF e grupo CAF-

tratado. O grupo controle recebeu dieta padrão para roedores de laboratório por 8 

semanas consecutivas. Já o grupo CAF recebeu dieta hipercalórica do tipo 

“cafeteria” com livre acesso à água contendo açúcar refinado por 8 semanas 

consecutivas, enquanto o grupo CAF-tratado recebeu dieta do tipo “cafeteria” com 

livre acesso à água contendo açúcar refinado por 4 semanas consecutivas e, 

posteriormente, alterando a dieta para a dieta padrão para roedores por mais 4 

semanas (Figura 13).  



ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS Á OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA DE CAFETERIA E O PAPEL DO PVAT 

 

39 
 

 

Figura 13 - Representação esquemática do delineamento experimental para o tratamento 

dietético. Elaborado pela autora. 

Após o período de 8 semanas de estudo, os animais dos grupos controle, 

CAF e CAF-tratado foram eutanasiados por decaptação 10 minutos após a injeção 

intraperitoneal de 50 µl de heparina (5.000 UI/mL) e novamente foram avaliados o 

índice de adiposidade corporal, a função cardíaca ex vivo por meio da técnica de 

Langendorff, a contração vascular (PE: 10-10 mol/L - 10-4 mol/L) em aortas 

torácicas com endotélio íntegro na presença e ausência do PVAT, seguindo a 

descrição de cada uma das técnicas citadas anteriormente. 

3.17 Análise Estatística 

Os gráficos e análises foram realizados no GraphPad Prism versão 8 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As determinações de EC50 

(concentração que produz 50% da resposta máxima) e de efeito máximo (Emax) 

foram realizadas utilizando o método de regressão não linear dos mínimos 

quadrados (Meddings et al., 1989). Para a análise da potência, foi utilizado o valor 

de pD2 (–log EC50). Os valores de pD2 e Emax foram expressos como média ± erro 

padrão da média (EPM). Após verificar a aderência à distribuição normal, a 

significância estatística foi determinada utilizando o teste t Student para 

comparações entre dois grupos ou ANOVA de duas vias para comparações 

múltiplas seguida pelo pós-teste de Holm-Sidak, consideradas estatisticamente 

diferentes quando p <0,05. 
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4 Resultados 

4.1 Alterações Metabólicas Desencadeadas pela Dieta de Cafeteria 

Apesar do semelhante consumo de ração entre os grupos controle e CAF 

(Figura 14A), a dieta de cafeteria aumentou significativamente o ganho de peso 

corporal (Figura 14B) e o índice de adiposidade dos animais, representado pelo 

aumento do peso dos tecidos adiposos mesentérico, epididimal e retroperitoneal 

(Figura 14C). A análise histológica do tecido adiposo epididimal mostrou ocorrer 

hipertrofia dos adipócitos no grupo CAF em comparação ao grupo controle (Figura 

14D). 

 

Figura 14 - Avaliação do (A) consumo de ração, (B) ganho de peso corporal, (C) índice de 

adiposidade e (D) histologia do tecido adiposo epididimal nos grupos controle e CAF. Os 

valores representam a média ±EPM obtida em um n de 25-35 animais para cada grupo 

estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

Além disso, o grupo CAF apresentou intolerância oral à glicose (Figura 15A) e 

resistência à insulina (Figura 15B), com aumento significativo nos níveis séricos de 

glicose (Figura 15C), triglicerídeos (Figura 15D) e colesterol total (Figura 15E). 
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Figura 15 - Testes de (A) tolerância oral a glicose e (B) sensibilidade à insulina, (C) níveis 

séricos de glicose, (D) triglicerídeos e (E) colesterol total nos grupos controle e CAF. Os 

valores representam a média ±EPM obtida em um n de 4-20 animais para cada grupo estudado. 

*Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

O aumento significativo nos níveis de triglicerídeos e colesterol total no soro 

poderiam contribuir para o acúmulo de gordura ectópica em órgãos como o fígado. 

Apesar da dieta de cafeteria não alterar o peso do fígado dos animais (Figura 16A), 

houve aumento significativo da gordura total hepática (Figura 16B), com alteração do 

conteúdo lipídico hepático relacionado ao aumento da concentração de triglicerídeos 

(Figura 16C), sem alterações na concentração de colesterol (Figura 16D). A análise 

histológica do fígado exibiu acúmulo de gotículas de lipídeos no grupo CAF em 

comparação ao grupo controle, indicando esteatose hepática (Figura 16E). 
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Figura 16 - (A) Peso do fígado, (B) gordura total hepática, concentrações de (C) triglicerídeos e 

(D) colesterol hepáticos, e (E) histologia do fígado nos grupos controle e CAF. Os valores 

representam a média ±EPM obtida em um n de 5-15 animais para cada grupo estudado. 

*Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

Com relação aos níveis séricos de adipocinas, a dieta de cafeteria induziu 

aumento significativo de leptina em relação ao grupo controle, sem alterações nos 

níveis de adiponectina, quemerina e resistina (Tabela 2). 

Tabela 2 – Níveis Séricos de Adipocinas nos Grupos Controle e CAF. 

ADIPOCINA CONTROLE CAF N 

LEPTINA 0,894 ± 0,215 (ng/mL) 2,165 ± 0,518* (ng/mL) 7-8 

ADIPONECTINA 1,46 ± 0,047 (ng/mL) 1,57 ± 0,061 (ng/mL) 7-8 

QUEMERINA 46,611 ± 32,44 (ng/mL) 50,950 ± 22,38 (ng/mL) 3-6 

RESISTINA 16,089 ± 0,884 (ng/mL) 17,443 ± 1,130 (ng/mL) 7-8 

*Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 
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Em conjunto, esses resultados demonstraram que a dieta de cafeteria por 4 

semanas induziu obesidade e síndrome metabólica, como evidenciado pelo aumento 

significativo do ganho de peso corporal e do índice de adiposidade, hiperlipidemia, 

hiperglicemia, intolerância oral à glicose e resistência à insulina.  

4.2 Alterações Cardíacas Desencadeadas pela Dieta de Cafeteria 

4.2.1 Pressão Arterial Sistólica 

 A dieta de cafeteria aumentou a pressão arterial sistólica dos animais a partir 

da segunda semana em estudo quando comparada ao grupo controle, mantendo-se 

elevada até o final da quarta semana (Figura 17).  

 

Figura 17 - (A) Pressão arterial sistólica nos grupos controle e CAF. Os valores representam a 

média ±EPM obtida em um n de 7-11 animais para cada grupo estudado. *Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

4.2.2 Eletrocardiograma 

A Figura 18A ilustra o eletrocardiograma (ECG) representativo dos grupos 

controle e CAF. Os animais do grupo CAF exibiram ritmo sinusal regular e eixo 

cardíaco normal (0-90°) em comparação ao grupo controle. O intervalo da onda P 

(Figura 18B), assim como os intervalos QRS (Figura 18C) e QTc (Figura 18D), foram 

semelhantes entre os grupos. No entanto, o intervalo PR foi significativamente maior 

no grupo CAF em comparação ao grupo controle (Figura 18E), embora a frequência 

cardíaca tenha sido semelhante entre os grupos (Figura 18F). Além disso, a 

amplitude da onda P (Figura 18G) tende a aumentar no grupo CAF, embora os 

resultados não tenham sido estatisticamente significativos. As amplitudes das ondas 

R (Figura 18H) e T (Figura 18I) também foram semelhantes entre os grupos. 
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Figura 18 – Eletrocardiograma. (A) ECG representativo dos grupos controle e CAF; (B) Duração 

da onda P; (C) Intervalo QRS; (D) Intervalo QTc; (E) Intervalo PR; (F) Frequência cardíaca; (G) 

Amplitude da onda P; (H) Amplitude da onda R; (I) Amplitude da onda T dos grupos controle e 

CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 5-8 animais para cada grupo 

estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 
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4.2.3 Peso do Coração 

 O peso do coração dos animais do grupo CAF foi significativamente maior 

quando comparado ao grupo controle (Figura 19).  

 

Figura 19 - (A) Peso do coração corrigido pelo comprimento da tíbia nos grupos controle e 

CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 9 animais para cada grupo 

estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

4.2.4 Função Cardíaca 

A técnica de Langendorff utilizada para avaliar a função cardíaca em coração 

isolado demonstrou aumento significativo na pressão de perfusão do coração no 

grupo CAF, refletindo o aumento da resistência vascular oferecida pelas artérias 

coronárias (Figura 20A). A função contrátil basal do ventrículo esquerdo foi 

verificada por meio da pressão exercida pelo ventrículo esquerdo (PDVE) e por meio 

da razão da derivada da pressão pela derivada do tempo (dP/dt) máxima (dP/dtmax) 

e mínima (dP/dtmin), cálculo que envolve a variação de pressão em um determinado 

intervalo de tempo. Os resultados obtidos demonstraram aumento significativo da 

PDVE (Figura 20B) e das dP/dtmax (Figura 20C) e dP/dtmin (Figura 20D), 

representando maiores atividades inotrópica e lusitrópica basais exercida pelo 

ventrículo esquerdo no grupo CAF em comparação ao grupo controle.  
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Figura 20 - (A) Pressão de perfusão do coração; (B) Pressão exercida pelo ventrículo esquerdo 

(PDVE); (C) dP/dtmax e (D) dP/dtmin. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 6 

animais para cada grupo estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

 Quando o coração foi desafiado por meio do estresse farmacológico com 

isoprenalina, agonista β não seletivo, a função contrátil do ventrículo esquerdo no 

grupo CAF demonstrou ser significativamente menos responsiva quando comparada 

ao grupo controle (Figura 21A,B). O mesmo resultado foi observado para as dP/dtmax 

(Figura 21C) e dP/dtmin (Figura 21D). Portanto, apesar do grupo CAF apresentar 

maiores valores basais de PDVE, dP/dtmax e dP/dtmin em relação ao grupo controle, 

frente ao estímulo farmacológico com isoprenalina, foram observadas atividades 

inotrópica e lusitrópica menores no grupo CAF em relação ao grupo controle. 

C
tl

C
A
F

0

50

100

150

200

*

P
re

s
s
ã

o
 d

e
 P

e
rf

u
s
ã

o

 (
m

m
H

g
)

C
tl

C
A
F

0

20

40

60

80

*

P
D

V
E

 (
m

m
H

g
)

C
tl

C
A
F

0

500

1 000

1 500

2 000

2 500 *

d
P

/d
tm

a
x

(m
m

H
g
/s

)

C
tl

C
A
F

-1 500

-1 000

-500

0

*

d
P

/d
tm

in

(m
m

H
g
/s

)

A B

C D



ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS Á OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA DE CAFETERIA E O PAPEL DO PVAT 

 

47 
 

 

Figura 21 - (A) % de mudança da PDVE frente à curva concentração-resposta à isoprenalina; 

(B) Emax % de mudança frente ao estímulo com isoprenalina; (C) dP/dtmax e (D) dP/dtmin frente 

ao estímulo com isoprenalina. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 6 animais 

para cada grupo estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

4.2.5 Contratilidade dos Cardiomiócitos 

Uma vez que a dieta de cafeteria desencadeou alterações na função 

cardíaca, para verificar como estaria a funcionalidade celular, os cardiomiócitos 

foram isolados e a contratilidade celular foi avaliada. Os resultados mostraram que a 

dieta de cafeteria não alterou a área (Figura 22A), o comprimento (Figura 22B) e a 

largura dos cardiomiócitos (Figura 22C).  

 

Figura 22 - Medida da (A) área, (B) comprimento e (C) largura dos cardiomiócitos isolados dos 

grupos controle e CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 4-5 animais para 

cada grupo estudado. 
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 Quando avaliados os parâmetros de tempo e velocidade de contratilidade 

celular, o grupo CAF apresentou aumento significativo do tempo de contração 

(Figura 23A) e do tempo de relaxamento (Figura 23B) do cardiomiócito, refletindo no 

aumento do tempo total de contração-relaxamento celular (Figura 23C) em relação 

ao grupo controle.  

 

Figura 23 - Tempo de (A) contração, (B) relaxamento e (C) contração-relaxamento dos 

cardiomiócitos isolados nos grupos controle e CAF. Os valores representam a média ±EPM 

obtida em um n de 4 animais para cada grupo estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) 

vs. grupo Ctl. 

 Contudo, a velocidade de contração (Figura 24A) e relaxamento (Figura 24B) 

celular foi significativamente maior no grupo CAF quando comparado ao grupo 

controle. Por conseguinte, visto que os cardiomiócitos do grupo CAF levam mais 

tempo para contrair e relaxar, porém, em uma velocidade mais alta, isso resulta em 

uma maior área de encurtamento das células cardíacas no grupo CAF em relação 

ao grupo controle (Figura 24C). 

 

Figura 24 - Velocidade máxima de (A) contração e (B) relaxamento celular; e (C) área de 

encurtamento dos cardiomiócitos nos grupos controle e CAF. Os valores representam a média 

±EPM obtida em um n de 4 animais para cada grupo estudado. *Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl. 
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 Em conjunto, os resultados encontrados demonstram que a dieta de cafeteria 

alterou o perfil da contratilidade dos cardiomiócitos, exacerbando a resposta de 

contração e relaxamento celular (Figura 25). 

 

Figura 25 - Representação vetorial e gráfica do perfil de contratilidade de cardiomiócitos nos 

grupos controle e CAF. (A) Representação vetorial da velocidade espacial celular durante a 

velocidade de contração e velocidade de relaxamento; (B-C) Perfil de vinte ciclos de contratilidade 

celular registradas durante 20s em cada grupo e (E-F) durante um ciclo de contração-relaxamento; 

(D) Gráfico comparativo dos grupos controle e CAF durante vinte ciclos e (G) durante um ciclo de 

contração-relaxamento. 
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4.3 Alterações Vasculares Desencadeadas pela Dieta de Cafeteria 

4.3.1 Caracterização da Contração Vascular Induzida por PE  

Experimentos de reatividade vascular realizados em aortas torácicas com o 

endotélio íntegro demonstraram que, no grupo controle, a presença do PVAT não 

alterou o efeito máximo de contração vascular induzido por PE (Figura 26A,D). 

Entretanto, a potência de contração foi significativamente reduzida na presença do 

PVAT, representado pelo deslocamento à direita da curva concentração-resposta 

induzida por PE (Figura 26A,E). Por outro lado, no grupo CAF, a presença do PVAT 

aumentou significativamente o efeito máximo da contração vascular induzida por PE 

(Figura 26B,D). A redução significativa da potência da contração vascular observada 

na presença do PVAT no grupo CAF poderia ser justificada pela variação no “slope” 

das curvas na presença e ausência do PVAT (Figura 26B,E). 

Quando sobrepomos as curvas concentração-resposta da vasoconstrição 

induzida por PE nos grupos controle e CAF (Figura 26C,D), é possível visualizar um 

efeito paradoxo da obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria, em que ao 

mesmo tempo em que ela leva a significativa diminuição da contratilidade vascular 

tanto na ausência quanto na presença do PVAT, essa diminuição foi parcialmente 

compensada na presença do tecido adiposo circundante, sugerindo um perfil 

vasoconstritor do PVAT na tentativa de restabelecer a contração vascular induzida 

por PE no grupo CAF.  
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Figura 26 - Contração vascular induzida por PE em aortas com e sem PVAT dos grupos 

controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por 

PE nos grupos (A) controle e (B) CAF; (C) sobreposição dos resultados encontrados nos grupos 

controle e CAF; valores de (D) Emax e (E) pD2. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=17-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 
#Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl PVAT. +Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo CAF. 

4.3.2 Caracterização do Relaxamento Vascular Induzido por ACh  

Visto que a dieta de cafeteria reduziu significativamente a contração vascular 

induzida por PE, foi verificado como estaria o relaxamento vascular induzido por 

ACh. No grupo controle, a presença do PVAT não alterou o efeito máximo (Figura 

27A,D) e a potência (Figura 27A,E) da vasodilatação induzida por ACh. O mesmo 

resultado foi observado no grupo CAF (Figura 27B,D,E). A sobreposição das curvas 

(Figura 27C) mostrou que a dieta de cafeteria não alterou o relaxamento vascular 

endotélio dependente induzido por ACh. 
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Figura 27 - Relaxamento vascular induzido por ACh em aortas com e sem PVAT dos grupos 

controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta vasodilatadora 

induzida por ACh nos grupos (A) controle e (B) CAF; (C) sobreposição dos resultados encontrados 

nos grupos controle e CAF; valores de (D) Emax e (E) pD2. Os valores representam a média ±EPM 

obtida em diferentes preparações (n=7-13).  

 Em conjunto, esses resultados demonstram que a dieta de cafeteria 

desencadeia um perfil hiporresponsivo da aorta torácica na ausência do tecido 

adiposo circundante frente ao estímulo vasoconstritor induzido por PE, sem 

alterações na função endotelial frente ao estímulo vasodilatador induzido por ACh. O 

perfil vasoconstritor do PVAT observado no grupo CAF sugere a tentativa de 

compensar e restabelecer a contratilidade vascular induzida por PE. 

Tendo isso em vista, os resultados as seguir foram delineados em duas etapas. 

A primeira etapa objetivou identificar os mecanismos de ação responsáveis pela 

diminuição da resposta contrátil em aortas sem PVAT do grupo CAF. Já a segunda 

etapa objetivou investigar os possíveis fatores vasoconstritores liberados pelo PVAT 

na tentativa de restabelecer a contratilidade vascular em aortas dos animais que 

receberam dieta de cafeteria. 
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ETAPA I 

4.3.3 Mecanismos de Ação Envolvidos na Hiporresponsividade Aórtica 
Desencadeada pela Dieta de cafeteria 

Como abordado anteriormente, a dieta de cafeteria aumentou 

significativamente os níveis séricos de leptina. Sabe-se que a leptina é capaz de 

ativar a via de sinalização PI3K-Akt que leva à fosforilação da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) responsável pela síntese do óxido nítrico, potente vasodilatador que 

nos vasos sanguíneos exerce importante função no controle do tônus vascular. 

Assim, a exacerbação dessa cascata de ativação desencadeada pelo aumento nos 

níveis séricos de leptina poderia levar a uma menor contratilidade vascular no grupo 

CAF. Os experimentos demonstrados a seguir visaram ratificar essa hipótese 

levantada. 

4.3.3.1 Ativação do Receptor da Leptina 

Para verificar a participação da ativação do receptor da leptina na diminuição 

da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, a técnica de antisense 

oligodesoxinucleotídeos (AS-ODN) in vivo foi utilizada para a redução da expressão 

proteica do receptor da leptina (ObR knockdown). No grupo controle, o 

silenciamento do receptor da leptina não alterou a contração vascular induzida por 

PE (Figura 28A,D,E). Entretanto, no grupo CAF, o silenciamento do receptor da 

leptina aumentou significativamente o efeito máximo da vasoconstrição induzida por 

PE (Figura 28B,D), resultando no restabelecimento da contração vascular no grupo 

CAF ao nível obtido no grupo controle (Figura 28C,D,E), sugerindo o seu 

envolvimento na hiporresponsividade aórtica induzida pela dieta de cafeteria. 
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Figura 28 – Silenciamento do receptor da leptina. Curvas cumulativas concentração-resposta 

ilustram a resposta contrátil induzida por PE 24 h após o silenciamento do receptor da leptina: (A) 

grupo controle; (B) grupos CAF; (C) sobreposição dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e 

(E) valores de pD2. Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=4-

18). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo CAF. 

4.3.3.2 Ativação da PI3K 

Visando confirmar a participação da ativação da PI3K na diminuição da 

contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, as aortas dos grupos 

controle e CAF foram pré-incubadas com o inibidor da PI3K, LY294,002. No grupo 

controle, a inibição da PI3K não alterou a contração vascular induzida por PE (Figura 

29A,D,E). Por outro lado, no grupo CAF, a incubação prévia com LY294,002 

restabeleceu o efeito máximo da contração vascular induzida por PE ao nível obtido 

no grupo controle (Figura 29B,C,D). Entretanto, a potência de contração 

permaneceu significativamente reduzida no grupo CAF em relação ao grupo 

controle, representado pelo deslocamento à direita da curva concentração-resposta 

induzida por PE no grupo CAF (Figura 29C,E), sugerindo a participação parcial da 

PI3K na diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF. 
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Figura 29 – Inibição da PI3K com LY294,002 em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. 

Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em aortas 

previamente incubadas ou não com LY294,002: (A) grupo controle; (B) grupo CAF; (C) sobreposição 

dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) valores de pD2. Os valores representam a 

média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=5-18). *Representa diferença significativa (P<0.05) 

vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. ^Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl LY294,002. 

4.3.3.3 Ativação da NOS 

Sabendo-se que a ativação da via PI3K-Akt leva a fosforilação da NOS, 

verificamos o seu envolvimento na diminuição da contração vascular induzida por 

PE em aortas sem PVAT do grupo CAF. Para isso, as aortas dos grupos controle e 

CAF foram incubadas com L-NAME, inibidor não seletivo da NOS. No grupo 

controle, a inibição da NOS aumentou significativamente o efeito máximo (Figura 

30A,D) e a potência (Figura 30A,E) da contração vascular induzida por PE. O 

mesmo resultado foi observado no grupo CAF (Figura 30B,D,E), resultando no 

restabelecimento do efeito máximo da contração vascular induzido por PE no grupo 

CAF ao nível obtido no grupo controle (Figura 30C,D). Entretanto, a potência de 

contração permaneceu significativamente reduzida no grupo CAF em relação ao 

grupo controle, representado pelo deslocamento à direita da curva concentração-
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resposta induzida por PE no grupo CAF (Figura 30C,E), sugerindo a participação 

parcial da NOS na diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo 

CAF. 

 

Figura 30 – Inibição não seletiva da NOS com L-NAME em aortas sem PVAT dos grupos 

controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por 

PE encontrados nas aortas dos grupos controle e CAF incubadas com L-NAME: (A) grupo controle; 

(B) grupo CAF; (C) sobreposição dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) valores de 

pD2. Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=5-18). *Representa 

diferença significativa (P<0.05) vs. no grupo Ctl. +Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo 

CAF. ^Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl L-NAME. 

4.3.3.4 Determinação dos Níveis de NO 

Visto que a NOS participa, ao menos em parte, da diminuição da contração 

vascular induzida por PE em aortas sem PVAT do grupo CAF, os resultados a seguir 

tiveram como objetivo quantificar os níveis de NO em aortas dos grupos controle e 

CAF. Nas imagens da Figura 31 é possível visualizar o aumento na intensidade de 

fluorescência entre as fibras de elastina no grupo CAF (Figura 31B) quando 

comparado ao grupo controle (Figura 31A). Esse resultado foi confirmado pela 

análise quantitativa da intensidade de fluorescência emitida corrigida pela área 

(Figura 31C), no qual é possível verificar o aumento significativo nos níveis de NO 
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na aorta do grupo CAF em relação ao grupo controle. A intensidade de fluorescência 

foi cuidadosamente analisada entre as fibras de elastina no intuito de evitar a 

autofluorescência. 

 

Figura 31 – Biodisponibilidade de NO em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. A 

quantificação da produção de NO foi realizada in situ, mediante exposição das aortas à sonda DAF-

2DA. (A) Grupo controle; (B) Grupo CAF. As setas indicam a localização da camada endotelial dos 

vasos sanguíneos. As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência. Os valores 

representam a média ±EPM obtida a partir de diferentes preparações (n=4). *Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

4.3.3.5 Participação das Isoformas das NOS 

Confirmado o envolvimento parcial da NOS, bem como o aumento nos níveis 

de NO na aorta do grupo CAF, o próximo passo foi investigar quais isoformas da 

NOS estariam relacionadas à diminuição da contração vascular induzida por PE em 

aortas sem PVAT do grupo CAF. Primeiramente, para verificar a participação da 

isoforma endotelial da NOS (eNOS), a técnica de antisense oligodesoxinucleotídeos 

(AS-ODN) in vivo foi utilizada para a redução da expressão proteica da eNOS (eNOS 

knockdown). No grupo controle, o silenciamento da eNOS não alterou a contração 

vascular induzida por PE (Figura 32A,D,E). Entretanto, no grupo CAF o 

silenciamento da eNOS aumentou significativamente o efeito máximo da 

vasoconstrição induzida por PE (Figura 32B,D), resultando no restabelecimento da 

contração vascular no grupo CAF ao nível obtido no grupo controle (Figura 

32C,D,E), sugerindo o seu envolvimento na hiporresponsividade aórtica induzida 

pela dieta de cafeteria. 
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Figura 32 - Silenciamento da isoforma endotelial da NOS. Curvas cumulativas concentração-

resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE 24 h após o silenciamento da eNOS: (A) grupo 

controle; (B) grupo CAF; (C) sobreposição dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) 

valores de pD2. Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=5-18). 

*Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo CAF. 

Posteriormente, verificamos a participação da isoforma neuronal da NOS 

(nNOS) na diminuição da contração vascular induzida por PE em aortas sem PVAT 

do grupo CAF. A inibição seletiva da nNOS com 7Ni não alterou a vasoconstrição 

induzida por PE nos grupos controle (Figura 33A,D,E) e CAF (Figura 33B,D,E), 

resultando no não reestabelecimento da contração vascular induzida por PE no 

grupo CAF ao nível obtido no grupo controle (Figura 33C,D,E). 
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Figura 33 - Inibição seletiva da isoforma neuronal da NOS em aortas sem PVAT dos grupos 

controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por 

PE encontrados nas aortas dos grupos controle e CAF incubadas com 7Ni: (A) grupo controle; (B) 

grupo CAF; (C) sobreposição dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) valores de pD2. 

Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=7-18). *Representa 

diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. ^Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo 

Ctl 7Ni. 

Por fim, avaliamos o envolvimento da isoforma induzida da NOS (iNOS) na 

diminuição da contração vascular induzida por PE em aortas sem PVAT do grupo 

CAF. Semelhante ao resultado encontrado após a inibição da nNOS, a inibição 

seletiva da iNOS com 1400W não alterou a vasoconstrição induzida por PE nos 

grupos controle (Figura 34A,D,E) e CAF (Figura 34B,D,E), resultando no não 

reestabelecimento da contração vascular induzida por PE no grupo CAF ao nível 

obtido no grupo controle (Figura 34C,D,E). 
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Figura 34 - Inibição seletiva da isoforma induzida da NOS em aortas sem PVAT dos grupos 

controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por 

PE encontrados nas aortas dos grupos controle e CAF incubadas com 1400W: (A) grupo controle; (B) 

grupo CAF; (C) sobreposição dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) valores de pD2. 

Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=6-18). *Representa 

diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo 

CAF. ^Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl 1400W. 

4.3.3.6 Imunofluorescência das Isoformas da NOS 

A técnica de imunofluorescência foi realizada no intuito de identificar a 

localização das isoformas da NOS em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF, 

e verificar se a dieta de cafeteria poderia alterar a intensidade de fluorescência 

emitida entre os grupos dependendo da isoforma analisada. A imunomarcação 

revelou a presença das isoformas endotelial, neuronal e induzida da NOS em aortas 

sem PVAT dos grupos controle (Figura 35A,D,G) e CAF (Figura 35B,E,H). No 

entanto, é possível visualizar o aumento na intensidade de fluorescência emitida no 

grupo CAF apenas da eNOS quando comparado ao grupo controle (Figura 35A,B), 

resultado confirmado pela análise quantitativa da intensidade de fluorescência 

(Figura 35C). 
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Figura 35 – Imunofluorescência das isoformas endotelial, neuronal e induzida na NOS em 

aortas dos grupos controle e CAF. Imunomarcação das isorformas (A e B) eNOS, (D e E) nNOS e 

(G e H) iNOS. A intensidade de fluorescência emitida pela ligação do anticorpo secundário seletivo às 

isoformas (C) eNOS, (F) nNOS e (I) iNOS foi representada no gráfico de barras. Os valores 

representam a média ±EPM obtida a partir de diferentes preparações (n=5). *Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência. 

As setas indicam a localização da camada endotelial dos vasos sanguíneos. 

4.3.3.7 Participação do Endotélio Vascular 

Visto que apenas a isoforma endotelial da NOS participa da diminuição da 

contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF, verificamos qual seria o 

papel do endotélio nesse efeito. No grupo controle, a retirada do endotélio resultou 

no aumento significativo do efeito máximo (Figura 36A,D) e da potência (Figura 

36A,E) da contração vascular induzida por PE. O mesmo resultado foi observado no 

grupo CAF (Figura 36B,D,E), resultando no restabelecimento do efeito máximo da 

contração vascular induzido por PE no grupo CAF ao nível obtido no grupo controle 

(Figura 36C,D). Entretanto, a potência de contração permaneceu significativamente 

C
tl

C
A
F

0

15 000

30 000

45 000

60 000

In
te

n
s
id

a
d

e
 d

e
 F

lu
o

re
s
c
ê

n
c
ia

(U
n

id
a

d
e

s
 A

rb
it
rá

ri
a

s
)

*

eNOS

C
Ctl eNOS CAF eNOSA B

C
tl

C
A
F

0

15 000

30 000

45 000

60 000

In
te

n
s
id

a
d

e
 d

e
 F

lu
o

re
s
c
ê

n
c
ia

(U
n

id
a

d
e

s
 A

rb
it
rá

ri
a

s
)

nNOS

Ctl nNOS CAF nNOS

F

D E

C
tl

C
A
F

0

15 000

30 000

45 000

60 000

In
te

n
s
id

a
d

e
 d

e
 F

lu
o

re
s
c
ê

n
c
ia

(U
n

id
a

d
e

s
 A

rb
it
rá

ri
a

s
)

iNOS

Ctl iNOS CAF iNOSG H

I



ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS Á OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA DE CAFETERIA E O PAPEL DO PVAT 

 

62 
 

reduzida no grupo CAF em relação ao grupo controle, representado pelo 

deslocamento à direita da curva concentração-resposta induzida por PE no grupo 

CAF (Figura 36C,E) semelhante ao resultado encontrado em aortas pré-incubadas 

com L-NAME, sugerindo a participação parcial do endotélio na diminuição da 

contração vascular em aortas sem PVAT do grupo CAF. 

 

Figura 36 – Retirada do endotélio vascular em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. 

Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE encontrados 

nas aortas dos grupos controle e CAF com ou sem endotélio: (A) grupo controle; (B) grupo CAF; (C) 

sobreposição dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) valores de pD2. Os valores 

representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=6-18). *Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. 
^Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl e. 

4.3.3.8 Participação do Peróxido de Hidrogênio 

Outro vasodilatador investigado foi o peróxido de hidrogênio (H2O2) que atua 

como uma importante molécula de sinalização na regulação do tônus vascular. Para 

isso, as aortas dos grupos controle e CAF foram incubadas com catalase, 

responsável pela decomposição do H2O2. No grupo controle, a incubação prévia 

com catalase não alterou a vasoconstrição induzida por PE (Figura 37A,D,E). Já no 

grupo CAF, a decomposição do H2O2 aumentou significativamente o efeito máximo 
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da contração vascular induzida por PE (Figura 37B,D). Entretanto, a resposta 

contrátil e a potência de contração permaneceram reduzidas no grupo CAF em 

comparação ao grupo controle (Figura 37C,D,E), sugerindo que o H2O2 estaria 

parcialmente envolvido na diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT 

do grupo CAF. 

 

Figura 37 - Participação do H2O2 em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. Curvas 

cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em preparações 

previamente incubadas ou não com catalase: (A) grupo controle; (B) grupo CAF; (C) sobreposição 

dos grupos controle e CAF; (D) valores de Emax e (E) valores de pD2. Os valores representam a 

média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=4-18). *Representa diferença significativa (P<0.05) 

vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa (P<0.05 vs. grupo CAF. ^Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl Catalase. 

4.3.3.9 Determinação dos Níveis de H2O2  

Visto que a produção de H2O2 participa parcialmente da diminuição da 

contração vascular induzida por PE em aortas sem PVAT do grupo CAF, os 

resultados a seguir tiveram como objetivo quantificar os níveis de H2O2 em aortas 

dos grupos controle e CAF. Nas imagens da Figura 38 é possível visualizar o 

aumento na intensidade de fluorescência entre as fibras de elastina no grupo CAF 

(Figura 38B) quando comparado ao grupo controle (Figura 38A), resultado 
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confirmado pela análise quantitativa da intensidade de fluorescência emitida e 

corrigida pela área (Figura 38C), no qual é possível verificar o aumento significativo 

nos níveis de H2O2 na aorta do grupo CAF em relação ao grupo controle. A 

intensidade de fluorescência foi cuidadosamente analisada entre as fibras de 

elastina no intuito de evitar a autofluorescência. 

 

Figura 38 – Biodisponibilidade de H2O2 em aortas sem PVAT dos grupos controle e CAF. A 

quantificação da produção de H2O2 foi realizada in situ, mediante exposição das aortas à sonda DCF-

DA. (A) Grupo controle; (B) Grupo CAF. As setas indicam a localização da camada endotelial dos 

vasos sanguíneos. As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência. Os valores 

representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=4). *Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

4.3.3.10 Coparticipação da NOS e do H2O2 

Visto que a ativação da NOS e a produção de H2O2 estariam parcialmente 

envolvidas na diminuição da contração vascular em aortas sem PVAT do grupo 

CAF, verificamos se a inibição simultânea da NOS e a decomposição de H2O2 

seriam capazes de restabelecer a contratilidade vascular no grupo CAF. A 

incubação concomitante das aortas dos grupos controle e CAF com L-NAME e 

catalase aumentou significativamente o efeito máximo (Figura 39A,B,D) e a potência 

(Figura 39A,B,E) da contração vascular induzida por PE, restabelecendo por 

completo a resposta contrátil no grupo CAF ao nível obtido no grupo controle (Figura 

39C,D,E). 
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Figura 39 – Inibição simultânea da NOS e H2O2. Curvas cumulativas concentração-resposta 

ilustram a resposta contrátil induzida por PE em preparações previamente incubadas ou não com L-

NAME e catalase: (A) grupo controle; (B) grupo CAF; (C) sobreposição dos grupos controle e CAF; 

(D) valores de Emax e (E) valores de pD2. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=4-18). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 
+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. ^Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl Cat/L-NAME.  

ETAPA II 

4.3.4 Mecanismos de Ação Envolvidos no Perfil Vasoconstritor do PVAT 

Visto que a presença do PVAT aumentou a contração vascular induzida por 

PE no grupo CAF, os mecanismos de ação pelos quais o PVAT estaria tentando 

restabelecer a contratilidade vascular foram investigados. 

4.3.4.1 Ativação do Sistema Renina-Angiotensina 

Ao investigarmos a participação do sistema renina-angiotensina nos 

mecanismos de ação pelos quais o PVAT estaria tentando restabelecer a 

contratilidade vascular induzida por PE no grupo CAF, as aortas dos grupos controle 

e CAF foram incubadas com captopril, inibidor não seletivo da enzima conversora de 

angiotensina (ECA). No grupo controle, a inibição de ECA não alterou a contração 
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vascular induzida por PE na ausência ou presença do PVAT (Figura 40A,B,C). 

Entretanto, no grupo CAF, a inibição de ECA diminuiu significativamente o efeito 

máximo da contração vascular induzida por PE nas aortas com PVAT ao nível 

encontrado em aortas sem PVAT (Figura 40D,E,F), sugerindo a participação do 

sistema renina-angiotensina na resposta vasoconstritora do PVAT em aortas do 

grupo CAF. 

 

Figura 40 - Inibição da ECA em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e CAF. Curvas 

cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em preparações 

previamente incubadas ou não com captopril: (A) grupo controle; (B) valores de Emax do grupo 

controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do grupo CAF e 

(F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes 

preparações (n=7-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa 

diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa (P<0.05) vs. 

grupo Ctl captopril. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 

Sabendo-se que produtos derivados da ECA estão envolvidos no controle do 

tônus vascular induzido pelo PVAT em animais que receberam a dieta de cafeteria, 

o próximo passo foi investigar se a ativação de receptores AT1, responsável por 
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ativação do SRA, estaria relacionada a esse efeito. Para isso, as aortas foram 

incubadas com losartana, antagonista seletivo dos receptores AT1. No grupo 

controle, o antagonismo dos receptores AT1 não alterou a contração vascular 

induzida por PE na ausência ou presença do PVAT (Figura 41A,B,C). Por outro lado, 

no grupo CAF, o antagonismo dos receptores AT1 mostrou diminuir 

significativamente o efeito máximo da contração vascular induzida por PE em aortas 

com PVAT ao nível encontrado em aortas sem PVAT (Figura 41D,E,F), sugerindo a 

ativação desses receptores na resposta vasoconstritora do PVAT em aortas do 

grupo CAF. 

 

Figura 41 - Antagonismo do receptor AT1 em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e 

CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em 

preparações previamente incubadas ou não com losartana: (A) grupo controle; (B) valores de Emax 

do grupo controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do 

grupo CAF e (F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=4-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl losartana. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT.  
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4.3.4.2 Produção de O2
- 

Sabendo-se que a ativação dos receptores AT1 é associada ao aumento da 

produção de O2
- via ativação da NADPH oxidase (Lassegue et al., 2001), 

primeiramente, para verificar o envolvimento desses radicais livres na resposta 

vasoconstritora do PVAT em aortas do grupo CAF, as aortas foram incubadas com 

tiron, sequestrador de O2
-. No grupo controle, a incubação prévia com tiron não 

alterou a contração vascular induzida por PE na ausência ou presença do PVAT 

(Figura 42A,B,C). Entretanto, no grupo CAF, o sequestro de O2
- diminuiu 

significativamente a contração vascular induzida por PE em aortas com PVAT ao 

nível encontrado em aortas sem PVAT (Figura 42D,E,F), sugerindo haver 

envolvimento da produção de O2
- na resposta vasoconstritora do PVAT em aortas do 

grupo CAF. 

 

Figura 42 – Sequestro de O2
- em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e CAF. Curvas 

cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em preparações 

previamente incubadas ou não com tiron: (A) grupo controle; (B) valores de Emax do grupo controle; 

(C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do grupo CAF e (F) valores 

de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes preparações 

(n=4-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) q vs. grupo Ctl. +Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl tiron. 
$Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 
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4.3.4.3  Determinação dos Níveis de O2
- 

Visto que a produção de O2
- participa do aumento da contração vascular 

induzida por PE em aortas com PVAT do grupo CAF, os resultados a seguir tiveram 

como objetivo quantificar os níveis de O2
- no PVAT. Nas imagens da Figura 43 é 

possível visualizar o aumento na intensidade de fluorescência no PVAT do grupo 

CAF (Figura 43B) quando comparado ao grupo controle (Figura 43A), resultado 

confirmado pela análise quantitativa da intensidade de fluorescência emitida e 

corrigida pela área (Figura 43C). 

 

Figura 43 – Produção de O2
- em aortas com PVAT dos grupos controle e CAF. A quantificação 

da produção de O2
- foi realizada in situ, mediante exposição das aortas à sonda DHE. (A) Grupo 

controle; (B) Grupo CAF. As setas indicam a localização da camada endotelial dos vasos sanguíneos. 

As imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência. Os valores representam a média 

±EPM obtida em diferentes preparações (n=5). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo 

Ctl. 

4.3.4.4 Ativação da NADPH oxidase 

Uma vez confirmado o aumento na produção de O2
- e sua participação na 

resposta vasoconstritora do PVAT em aortas do grupo CAF, verificamos se a sua 

produção poderia ser via ativação da NADPH oxidase. Para isso, as aortas foram 

incubadas com apocinina, inibidor da NADPH oxidase. No grupo controle, a 

incubação prévia com apocinina não alterou a contração vascular induzida por PE 

na ausência ou presença do PVAT (Figura 44A,B,C). Já no grupo CAF, a inibição da 

NADPH oxidase diminuiu significativamente a contração vascular induzida por PE 

em aortas com PVAT ao nível encontrado em aortas sem PVAT (Figura 44D,E,F), 

sugerindo o seu envolvimento na resposta vasoconstritora do PVAT em aortas do 

grupo CAF. 
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Figura 44 – Inibição da NADPH oxidase em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e 

CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em 

preparações previamente incubadas ou não com apocinina: (A) grupo controle; (B) valores de Emax 

do grupo controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do 

grupo CAF e (F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=4-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl apocinina. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 

4.3.4.5 Ativação da COX 

A obesidade desencadeia um processo inflamatório sistêmico de baixo grau 

que poderia estar associado a alterações na atividade da COX (Sonnweber et al., 

2018). Além disso, estudos demonstraram que a produção de ânions superóxido 

pode ativar a COX (Hernanz et al., 2014). Para verificar se o efeito da dieta de 

cafeteria sobre o perfil vasoconstritor do PVAT poderia estar associado à ativação 

da COX, as aortas dos grupos controle e CAF foram incubadas com ibuprofeno, 

inibidor não seletivo da COX. No grupo controle, a incubação prévia com ibuprofeno 

não alterou a contração vascular induzida por PE na ausência ou presença do PVAT 

(Figura 45A,B,C). Entretanto, no grupo CAF, a inibição da COX diminuiu 
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significativamente a contração vascular induzida por PE em aortas com PVAT ao 

nível encontrado em aortas sem PVAT (Figura 45D,E,F), sugerindo a participação de 

prostanóides derivados da COX na resposta vasoconstritora do PVAT em aortas do 

grupo CAF. 

 

Figura 45 - Inibição da COX em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e CAF. Curvas 

cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em preparações 

previamente incubadas ou não com ibuprofeno: (A) grupo controle; (B) valores de Emax do grupo 

controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do grupo CAF e 

(F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em diferentes 

preparações (n=4-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa 

diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo 

Ctl ibuprofeno. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 

Para verificar qual seria a isoforma da COX envolvida na resposta 

vasoconstritora do PVAT em aortas do grupo CAF, primeiramente as aortas dos 

grupos controle e CAF foram incubadas com mofezolac, inibidor seletivo da COX1. 

No grupo controle, a incubação prévia com mofezolac não alterou a contração 

vascular induzida por PE na ausência ou presença do PVAT (Figura 46A,B,C). No 

entanto, no grupo CAF, a inibição da COX1 diminuiu significativamente a contração 
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vascular induzida por PE em aortas com PVAT ao nível encontrado em aortas sem 

PVAT (Figura 46D,E,F), sugerindo a sua participação na resposta vasoconstritora do 

PVAT em aortas do grupo CAF. 

 

Figura 46 - Inibição seletiva da COX1 em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e CAF. 

Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em 

preparações previamente incubadas ou não com mofezolac: (A) grupo controle; (B) valores de Emax 

do grupo controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do 

grupo CAF e (F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=4-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl mofezolac. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 

Posteriormente, verificamos se a COX2 também estaria envolvida na resposta 

vasoconstritora do PVAT em aortas do grupo CAF. Para isso, as aortas dos grupos 

controle e CAF foram incubadas com nimesulida, inibidor seletivo da COX2. No 

grupo controle, a incubação prévia com nimesulida não alterou a contração vascular 

induzida por PE na ausência ou presença do PVAT (Figura 47A,B,C). Diferente dos 

resultados encontrados após a inibição da COX1, a inibição da COX2 não reverteu o 
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aumento na contração vascular induzida por PE em aortas com PVAT do grupo CAF 

(Figura 47D,E,F). 

 

Figura 47 - Inibição seletiva da COX2 em aortas com e sem PVAT dos grupos controle e CAF. 

Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil induzida por PE em 

preparações previamente incubadas ou não com nimesulida: (A) grupo controle; (B) valores de Emax 

do grupo controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores de Emax do 

grupo CAF e (F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=4-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl nimesulida. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 

4.3.4.6 Imunofluorescência das Isoformas da COX 

A técnica de imunofluorescência foi realizada com o intuito de verificar se as 

isoformas da COX estariam localizadas PVAT dos grupos controle e CAF, e avaliar 

se a dieta de cafeteria poderia alterar a intensidade de fluorescência emitida entre os 

grupos dependendo da isoforma analisada. A imunomarcação revelou a presença 

das isoformas da COX1 e COX2 no PVAT dos grupos controle (Figura 48A,D) e CAF 

(Figura 48B,E). Contudo, a intensidade de fluorescência da COX1 foi 

significativamente maior no PVAT do grupo CAF quando comparado ao grupo de 
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controle (Figura 48A,B), resultado confirmado pela análise quantitativa da 

intensidade de fluorescência (Figura 48C). 

 

Figura 48 – Imunofluorescência das isoformas da COX1 e COX2 no PVAT dos grupos controle e 

CAF. Imunomarcação das isorformas (A e B) COX1 e (D e E) COX2. A intensidade de fluorescência 

emitida pela ligação do anticorpo secundário seletivo às isoformas (C) COX1 e (F) COX2 foi 

representada no gráfico de barras. Os valores representam a média ±EPM obtida a partir de 

diferentes preparações (n=5). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. As imagens 

foram capturadas em microscópio de fluorescência. As setas indicam a localização da camada 

endotelial dos vasos sanguíneos. 

4.3.4.7 Participação dos Derivados da COX: Prostaglandina F2α e Tromboxano 
A2 

Para verificar quais seriam os possíveis vasoconstritores derivados da COX 

envolvidos no aumento da contração vascular induzida por PE em aortas com PVAT 

do grupo CAF, inicialmente as aortas dos grupos controle e CAF foram incubadas 

com o antagonista do receptor de prostaglandina F2α, AH6809. No grupo controle, a 

incubação prévia com AH6809 não alterou a contração vascular induzida por PE na 

ausência ou presença do PVAT (Figura 49A,B,C). Entretanto, no grupo CAF, o 

antagonismo do receptor de prostaglandina F2α diminuiu significativamente a 

contração vascular induzida por PE em aortas com PVAT ao nível encontrado em 
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aortas sem PVAT (Figura 49D,E,F), sugerindo a sua participação na resposta 

vasoconstritora do PVAT em aortas do grupo CAF. 

 

Figura 49 - Antagonismo do receptor de prostaglandina F2α em aortas com e sem PVAT dos 

grupos controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil 

induzida por PE em preparações previamente incubadas ou não com AH6809: (A) grupo controle; (B) 

valores de Emax do grupo controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo CAF; (E) valores 

de Emax do grupo CAF e (F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam a média ±EPM 

obtida em diferentes preparações (n=3-21). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 

+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl AH6809. $Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 
&Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF AH6809. 

Em seguida, as aortas dos grupos controle e CAF foram incubadas com o 

antagonista do receptor de tromboxano A2, seratrodaste. No grupo controle, a 

incubação prévia com seratrodaste não alterou a contração vascular induzida por PE 

na ausência ou presença do PVAT (Figura 50A,B,C). Já no grupo CAF, o 

antagonismo do receptor de tromboxano A2 diminuiu significativamente a contração 

vascular induzida por PE em aortas com PVAT ao nível encontrado em aortas sem 

PVAT (Figura 50D,E,F), sugerindo a sua participação na resposta vasoconstritora do 

PVAT em aortas do grupo CAF. 
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Figura 50 - Antagonismo do receptor de tromboxano A2 em aortas com e sem PVAT dos 

grupos controle e CAF. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil 

induzida por PE em preparações previamente incubadas ou não com seratrodaste: (A) grupo 

controle; (B) valores de Emax do grupo controle; (C) valores de pD2 do grupo controle; (D) grupo 

CAF; (E) valores de Emax do grupo CAF e (F) valores de pD2 do grupo CAF. Os valores representam 

a média ±EPM obtida em diferentes preparações (n=4-21). *Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. %Representa 

diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl seratrodaste. $Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo CAF PVAT. 

4.4 Tratamento Dietético 

Com o intuito de verificar se as principais alterações metabólicas e 

cardiovasculares encontradas após a administração da dieta de cafeteria por 4 

semanas seriam reversíveis ou não, os animais do grupo CAF-tratado foram 

alimentados com dieta de cafeteria por 4 semanas consecutivas e, posteriormente, 

alternaram a dieta para a dieta padrão para roedores por mais 4 semanas. Os 

resultados demonstraram que o tratamento dietético foi capaz de reverter o aumento 

do peso corporal (Figura 51A) e do índice de adiposidade (Figura 51B) ao final das 8 

semanas em estudo. 
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Figura 51 - Avaliação do (A) peso corporal e (B) índice de adiposidade dos grupos controle e 

CAF-tratado. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 6-35 animais para cada 

grupo estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. 

Além disso, a técnica de Langendorff utilizada para avaliar a função cardíaca 

demonstrou que a pressão de perfusão do coração (Figura 52A), bem como a 

função contrátil basal do ventrículo esquerdo, verificada por meio da pressão 

exercida pelo ventrículo esquerdo (PDVE) (Figura 52B) e por meio da razão da 

derivada da pressão pela derivada do tempo (dP/dt) máxima (Figura 52C) e mínima 

(Figura 52D), foram reestabelecidas no grupo CAF-tratado aos níveis encontrados 

no grupo controle.  
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Figura 52 - (A) Pressão de perfusão do coração; (B) Pressão exercida pelo ventrículo esquerdo 

(PDVE); (C) dP/dtmax e (D) dP/dtmin. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 4-6 

animais para cada grupo estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 
+Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. 

Quando o coração foi desafiado por meio do estresse farmacológico com 

isoprenalina, o grupo CAF-tratado apresentou aumento significativo da resposta à 

isoprenalina, alcançando os níveis encontrados no grupo controle (Figura 53A,B). O 

mesmo resultado foi observado para dP/dtmax (Figura 53C) e dP/dtmin (Figura 53D) 

quando estimulados com isoprenalina.  
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Figura 53 - (A) % de mudança da PDVE frente ao estímulo com isoprenalina; (B) Emax da % de 

mudança frente ao estímulo com isoprenalina; (C) dP/dtmax e (D) dP/dtmin frente ao estímulo 

com isoprenalina. Os valores representam a média ±EPM obtida em um n de 4-8 animais para cada 

grupo estudado. *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. +Representa diferença 

significativa (P<0.05) vs. grupo CAF. 

A resposta de contração vascular frente ao estímulo com PE também foi 

avaliada após o tratamento dietético. No grupo controle, conforme anteriormente 

observado, a presença do PVAT não alterou o efeito máximo de contração vascular 

induzido por PE (Figura 54A,B). Entretanto, a potência de contração permaneceu 

significativamente reduzida na presença do PVAT, representado pelo deslocamento 

à direita da curva concentração-resposta induzida por PE (Figura 54A,C). Por outro 

lado, no grupo CAF-tratado, foi observado aumento significativo no efeito máximo da 

contração e potência vascular induzido por PE tanto na ausência quanto na 
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presença do PVAT (Figura 54D,E,F), revertendo por completo o prejuízo na 

contratilidade vascular anteriormente observado no grupo CAF ao nível obtido no 

grupo controle (Figura 54K,L,M).  

 
Figura 54 - Contração vascular induzida por PE em aortas com e sem PVAT dos grupos 

controle e CAF-tratado. Curvas cumulativas concentração-resposta ilustram a resposta contrátil 

induzida por PE nos grupos (A) controle e (D) CAF-tratado; (G) sobreposição dos resultados 

encontrados nos grupos controle e CAF-tratado; valores de Emax dos grupos (B) controle e (E) CAF-

tratado; valores de pD2 dos grupos (C) controle e (F) CAF-tratado; sobreposição dos valores de (H) 

Emax e (I) pD2 dos grupos controle e CAF-tratado. Os valores representam a média ±EPM obtida em 

diferentes preparações (n=4-6). *Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl. 
#Representa diferença significativa (P<0.05) vs. grupo Ctl PVAT. +Representa diferença significativa 

(P<0.05) vs. grupo CAF. 
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5 Discussão 

Ao longo dos últimos 40 anos, a obesidade vem alcançando proporções 

epidêmicas em todo o mundo, se tornando um importante problema de saúde 

pública (World Health Organization - WHO, 2016). Diversos estudos têm 

demonstrado que a típica dieta ocidental, rica lipídeos e carboidratos refinados, é em 

grande parte responsável pela crescente epidemia da obesidade (Ferreira et al., 

2011; Azevedo and Brito, 2012; Gregersen et al., 2012; Barrett et al., 2016). Nesse 

contexto, o uso de diferentes intervenções dietéticas em modelos animais, incluindo 

as dietas do tipo “high fat”, “high carbohydrate” e cafeteria, representam valiosas 

ferramentas experimentais para elucidar os mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento da obesidade e doenças relacionadas (Pinheiro-Castro et al., 

2019). Contudo, é necessário ressaltar que cada modelo de obesidade induzida por 

dieta apresenta suas vantagens e limitações. Dessa forma, ao induzir obesidade em 

modelos experimentais, é importante considerar que os efeitos observados podem 

variar dependendo da composição da dieta utilizada, do período experimental em 

estudo e da linhagem animal escolhida. Assim, comparações entre outros estudos 

devem ser feitas com cuidado. 

No presente estudo, a dieta de cafeteria foi escolhida como modelo de 

obesidade induzida por dieta por refletir com maior precisão a variedade de 

alimentos altamente calóricos prevalentes na sociedade ocidental e por induzir 

obesidade e distúrbios metabólicos relacionados de maneira mais eficiente (Bortolin 

et al., 2018), permitindo avaliar os seus efeitos a curto prazo sobre o metabolismo e 

o sistema cardiovascular. Os resultados encontrados demonstraram que a dieta de 

cafeteria por apenas 4 semanas mostrou ser um modelo robusto de obesidade e 

síndrome metabólica induzido por dieta, como evidenciado pelo aumento 

significativo do peso corporal e do índice de adiposidade, hiperglicemia, intolerância 

à glicose, resistência à insulina, hiperlipidemia e acúmulo de gordura ectópica no 

fígado. 

Trabalhos na literatura também têm demonstrado a relevância da dieta de 

cafeteria em induzir obesidade em roedores à longo prazo, até mesmo em maior 

escala do que as clássicas dietas “high fat”. Sampey et al. (2011) e Zeeni et al. 

(2015) mostraram, em um estudo comparativo, que a dieta de cafeteria induziu 

rápido aumento do peso corporal associado ao aumento do índice de adiposidade, 
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maiores níveis séricos de colesterol, bem como níveis mais altos de insulina e menor 

tolerância à glicose em comparação à dieta “high fat” após um período de 15 

semanas (Sampey et al., 2011; Zeeni et al., 2015). Mais recentemente, Lang et al. 

(2019) relataram também em um estudo comparativo que ambas as dietas de 

cafeteria e “high fat” foram capazes de induzir obesidade, intolerância à glicose e 

resistência à insulina de maneira semelhante ao longo de 12 semanas (Lang et al., 

2019). 

Embora a dieta de cafeteria seja considerada um modelo de obesidade 

induzida por dieta eficiente por induzir obesidade e distúrbios metabólicos 

relacionados de maneira mais rápida e refletir com maior precisão a variedade de 

alimentos altamente calóricos prevalentes na sociedade ocidental, esse tipo de dieta 

possui como limitação a sua difícil padronização em termos de conteúdo nutricional 

que podem variar de região para região (Moore, 1987; Bortolin et al., 2018). Além 

disso, por ser composta por alimentos altamente processados, a dieta de cafeteria 

contém diversos aditivos alimentares, como conservantes, corantes, aromatizantes, 

antioxidantes artificiais e emulsificantes normalmente encontrados em alimentos 

industrializados, sendo assim considerada uma ferramenta valiosa se o objetivo da 

pesquisa for investigar os efeitos do consumo excessivo de alimentos calóricos 

altamente processados e produzidos industrialmente, característicos da sociedade 

ocidental (Bortolin et al., 2018). 

Como abordado anteriormente, a expansão do tecido adiposo na obesidade 

leva à inflamação crônica sistêmica de baixo grau, caracterizada pelo aumento 

moderado de adipocinas pró-inflamatórias circulantes que contribuem para o 

desenvolvimento de distúrbios metabólicos e doenças relacionadas (Mraz and 

Haluzik, 2014). Quando avaliados os níveis séricos das adipocinas, os resultados 

encontrados demonstraram que a obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria 

induziu aumento significativo nos níveis séricos de leptina quando comparado ao 

grupo controle, sem alterações nos níveis séricos de adiponectina, quemerina e 

resistina.  

A leptina foi a primeira adipocina secretada pelos adipócitos a ser 

caracterizada, desempenhando importante papel na regulação da ingestão alimentar 

e no metabolismo energético por meio de sua ação hipotalâmica no sistema nervoso 

central, levando à supressão do apetite, controlando a saciedade e aumentando o 
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metabolismo energético (Zhang et al., 1994). As concentrações plasmáticas de 

leptina são geralmente diretamente correlacionadas com o aumento da adiposidade 

(Campfield et al., 1996). Assim, a obesidade é caracterizada por altos níveis 

circulantes de leptina (hiperleptinemia), um paradoxo associado a um mecanismo 

compensatório para superar a resistência à leptina induzida pela obesidade, 

explicada em parte pelo aumento nos níveis do supressor de sinalização de citocina 

3 (SOCS3), um inibidor da sinalização desencadeada pela leptina (Enriori et al., 

2006; Landecho et al., 2019).  

A leptina atua por meio da sua interação com os receptores ObR (também 

chamado LepR) que pertencem à superfamília de receptores de citocinas de classe I 

(Tartaglia et al., 1995). Existem seis isoformas diferentes do receptor ObR com 

domínios de ligação extracelular idênticos, mas com domínios citoplasmáticos de 

comprimentos diferentes. Essas isoformas incluem uma forma solúvel (ObRe), 

quatro formas curtas (ObRa, ObRc, ObRd e ObRf) e uma forma longa (ObRb) 

(Tartaglia et al., 1995; Bjørbæk et al., 1997). O receptor ObRb é a isoforma mais 

importante para a transdução de sinal intracelular induzida pela leptina, estando 

fortemente expresso no hipotálamo e no tecido adiposo, em órgãos como rim, 

fígado, pâncreas, intestino e pulmão, bem como também foi demonstrado ser 

expresso no sistema cardiovascular, incluindo cardiomiócitos, células do músculo 

liso vascular e células endoteliais (Joffin et al., 2012; Ghantous et al., 2015; Kang et 

al., 2020). 

Diversos estudos têm se dedicado a investigar a associação entre os níveis 

circulantes de leptina e o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Foi 

demonstrado uma associação positiva entre as concentrações de leptina e o 

aumento da frequência cardíaca e da pressão arterial por meio da hiperativação do 

sistema nervoso simpático aumentando a liberação de catecolaminas, sugerindo que 

a hiperleptinemia contribui para a hipertensão arterial associada à obesidade 

(Rahmouni et al., 2002, 2005; Simonds et al., 2012, 2014; Bell and Rahmouni, 2016; 

Kang et al., 2020). No entanto, apesar da resistência comumente existente aos 

efeitos metabólicos da leptina na obesidade, alguns autores sugerem que essa 

resistência ocorreria de maneira seletiva, de forma que a ativação simpática induzida 

pela leptina seria preservada (Mark et al., 2002). Quando avaliado o impacto da 

obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria sobre o sistema cardiovascular, 
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nossos achados demonstraram que a obesidade desencadeada pela dieta de 

cafeteria induziu aumento da pressão arterial sistólica a partir da segunda semana 

em estudo quando comparada ao grupo controle, mantendo-se elevada até o final 

da quarta semana de dieta, sugerindo uma possível contribuição dos níveis séricos 

elevados de leptina no aumento da pressão arterial no grupo CAF. Contudo, estudos 

adicionais devem ser realizados para confirmar essa relação. 

A obesidade está associada ao aumento da morbidade e mortalidade 

cardiovascular, em parte pelo desenvolvimento de hipertensão arterial que 

representa a principal causa de doenças cardiovasculares e morte prematura em 

todo o mundo, incluindo aterosclerose, acidente vascular encefálico, fibrilação atrial, 

insuficiência cardíaca, infarto do miocárdio e morte súbita cardíaca (Poirier et al., 

2006; Mandviwala et al., 2016; Koliaki et al., 2018). No presente estudo, para 

avaliarmos as alterações cardíacas induzidas pela obesidade desencadeada pela 

dieta de cafeteria, experimentos de eletrocardiograma, função cardíaca e 

contratilidade de cardiomiócitos foram realizados. 

A análise do eletrocardiograma revelou que, embora o grupo CAF tenha 

apresentado ritmo sinusal e eixo cardíacos comparáveis ao grupo controle, foi 

observado um prolongamento do intervalo PR, período que compreende o início da 

onda P ao início do complexo QRS que corresponde ao tempo em que o impulso 

cardíaco gerado no nodo sinusal leva para despolarizar os átrios e percorrer as vias 

de condução internodais até alcançar o nodo atrioventricular para dar início a 

despolarização dos ventrículos (Guyton and Hall, 2011). Assim, o prolongamento do 

intervalo PR caracteriza um atraso na condução atrioventricular, podendo constituir 

um bloqueio atrioventricular de primeiro grau que apesar de ser geralmente 

assintomático, representa um risco aumentado de desenvolver fibrilação atrial e 

bloqueios atrioventriculares de alto grau (Oldroyd and Makaryus, 2019).  

Podemos sugerir que o prolongamento do intervalo PR observado no grupo 

CAF seja indicativo que haja modulação de um ou mais dos seguintes fatores: 

Redução dos canais para sódio Nav 1.5 que conduzem a fase inicial de 

despolarização do potencial de ação cardíaco e, portanto, determinam criticamente a 

condução da excitação por meio do coração (Papadatos et al., 2002); redução do 

acoplamento juncional via junções GAP que consistem em grupos de canais de 

membrana que permitem o acoplamento elétrico entre as células do músculo 
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cardíaco (SEVERS, 1994); alteração estrutural nas vias de condução intra-atriais 

(James A., 2019). Além disso, a clara tendência de aumento na amplitude da onda P 

(P = 0.07) é normalmente associada à hipocalemia, mas também pode indicar 

hipertrofia atrial, particularmente do lado direito (Oldroyd and Makaryus, 2019). Em 

conjunto, esses fatores poderiam pré-dispor o desenvolvimento de problemas de 

condução e arritmias de reentrada em circuitos supraventriculares. 

Visto que a obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria levou a 

alterações no eletrocardiograma, foi então avaliado se essas alterações teriam 

impacto sobre a função cardíaca do grupo CAF. Nossos achados incialmente 

revelaram um aumento significativo da pressão de perfusão do coração no grupo 

CAF, sugerindo aumento da resistência vascular oferecida pelas artérias coronárias. 

Por outro lado, de maneira interessante, a obesidade desencadeada pela dieta de 

cafeteria induziu aumento da pressão exercida pelo ventrículo esquerdo basal, 

acompanhado pelo aumento da dP/dt máxima e mínima, refletindo maiores 

atividades inotrópica e lusitrópica cardíacas. Esses achados corroboram com os 

resultados encontrados a nível celular em que a velocidade de 

contração/relaxamento dos cardiomiócitos em conjunto com a maior área de 

encurtamento celular foi significativamente maior no grupo CAF em comparação ao 

grupo controle. 

A princípio, as alterações na função cardíaca observadas no grupo CAF 

refutaram a hipótese que a obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria levaria 

à insuficiência cardíaca. Contudo, o desenvolvimento da insuficiência cardíaca 

geralmente envolve um período compensatório adaptativo em que os sinais neuro-

humorais fisiológicos aumentam as cargas hemodinâmicas que elevam as pressões 

de enchimento ventricular, o que aumenta a capacidade de bombeamento inerente 

do coração ao alongar os cardiomiócitos (Hanft et al., 2017). Dessa forma, é 

encontrado um aumento dos parâmetros de análise da função cardíaca, o que soa 

diferente do esperado. Contudo, a regulação positiva desses processos fisiológicos 

incialmente compensatória, frequentemente no decorrer do tempo evolui para a 

redução significativa dos mesmos parâmetros antes avaliados (Hanft et al., 2017).  

Ao avaliarmos o impacto da obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria 

sobre a função cardíaca frente ao estímulo farmacológico estressor induzido pela 

isoprenalina, nossos achados demonstraram a diminuição da pressão exercida pelo 
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ventrículo esquerdo no grupo CAF, acompanhado pela diminuição da dP/dt máxima 

e mínima, compreendendo alterações opostas às respostas anteriormente 

observadas no basal. Assim, sugerimos que as alterações na função cardíaca 

observadas no grupo CAF no basal poderiam refletir uma característica 

compensatória adaptativa encontrada na obesidade desencadeada pela dieta de 

cafeteria à curto prazo, e o prenúncio de uma insuficiência cardíaca caso a dieta 

seja ofertada à longo prazo.  

Trabalhos na literatura demonstraram que dietas do tipo “high fat” e “high 

carbohydrate” à longo prazo foram capazes de desencadear alterações 

cardiovasculares que incluíam aumento da pressão arterial sistólica e disfunção 

endotelial, juntamente com inflamação, fibrose, hipertrofia, rigidez aumentada e 

repolarização retardada no ventrículo esquerdo após um período de 16 semanas 

(Panchal et al., 2011; Alam et al., 2013). Alterações cardiovasculares semelhantes 

foram encontradas em um estudo comparativo realizado entre as dietas “high fat”, 

“high carbohydrate” e cafeteria ao longo de 15 semanas (Zeeni et al., 2015). Nesse 

estudo, os autores encontraram que a dieta de cafeteria desencadeou esteatose 

cardíaca, fibrose miocárdica e hipertrofia dos cardiomiócitos em níveis mais altos em 

comparação com as dietas “high fat” e “high carbohydrate” (Zeeni et al., 2015).  

Nossos achados também revelaram que a obesidade desencadeada pela 

dieta de cafeteria aumentou o peso do coração, sem que houvesse alterações na 

área dos cardiomiócitos, sugerindo que possivelmente poderia haver hipertrofia do 

ventrículo esquerdo devido à maior produção de fibras de colágeno entre as células 

levando à fibrose e remodelamento cardíaco. Contudo, experimentos histológicos 

seriam necessários para confirmar essas alterações. 

Em conjunto, nossos achados revelaram que a obesidade desencadeada pela 

dieta de cafeteria por apenas 4 semanas pré-dispõe arritmias e alterações na função 

cardíaca que poderiam caminhar para o desenvolvimento de insuficiência cardíaca. 

As alterações cardíacas encontradas no grupo CAF poderiam ser resultantes do 

prejuízo induzido pela obesidade diretamente no coração e/ou alterações 

adaptativas frente às alterações sistêmicas de aumento da pressão arterial sistólica, 

dislipidemia e intolerância oral à glicose, também desencadeadas pela dieta de 

cafeteria. 
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Posteriormente, foi avaliado qual seria o impacto da obesidade desencadeada 

pela dieta de cafeteria sobre a contratilidade e o relaxamento vascular da aorta 

torácica dissecada do tecido adiposo circundante. Nossos achados demonstraram 

um perfil hiporresponsivo na reatividade vascular aórtica frente ao estímulo 

vasoconstritor induzido por PE, sem alterações na vasodilatação induzida por ACh. 

Esses achados refutaram a hipótese de que a obesidade desencadeada pela dieta 

de cafeteria iria provocar disfunção endotelial, com prejuízo no relaxamento vascular 

e aumento da vasoconstrição, sugerindo que a hiporresponsividade aórtica 

observada possa ser uma característica adaptativa compensatória com o objetivo de 

preservar a função vascular em um quadro de obesidade à curto prazo. Fulop et al. 

(2007), foram pioneiros em sugerir que a obesidade pode levar à ativação de 

mecanismos vasculares adaptativos para manter/melhorar a função dos vasos 

sanguíneos, como o aumento na produção de NO, um potente agente vasodilatador 

(Fulop et al., 2007). 

Assim, considerando que mecanismos adaptativos poderiam estar envolvidos 

na hiporresponsividade aórtica observada no grupo CAF, uma nova hipótese foi 

levantada. Visto que os níveis séricos de leptina se encontravam elevados no grupo 

CAF, foi então investigado se a via de sinalização ativada pelos receptores ObR 

poderia estar relacionada à significativa diminuição da vasoconstrição no grupo CAF, 

uma vez que estudos in vitro demonstraram que a leptina também pode ter ações 

periféricas, como a vasodilatação mediada pelo endotélio levando a produção de 

NO, a qual poderia se opor à hipertensão arterial coexistente induzida pela 

hiperativação simpática (Rahmouni and Haynes, 2004; Mattu and Randeva, 2013). O 

silenciamento dos receptores da leptina foi capaz de restabelecer a contratilidade 

aórtica no grupo CAF, sugerindo sua importante contribuição para a 

hiporresponsividade aórtica observada.  

A primeira demonstração de que a leptina poderia induzir a produção de NO 

surgiu do trabalho pioneiro de Yu et al. (1997) e Wang et al. (1998) em estudos 

envolvendo a glândula pituitária e as ilhotas pancreáticas (Yu et al., 1997; Wang et 

al., 1998). Posteriormente, diversos estudos demonstraram que a leptina estimula a 

síntese de NO em diferentes tecidos, incluindo na vasculatura (Rodríguez et al., 

2007).  
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O NO é produzido por três isoformas diferentes da enzima NO sintase (NOS), 

inicialmente nomeadas com relação à sua localização nos tecidos: NOS neuronal 

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

III) (Förstermann and Sessa, 2012). O NO formado pela NOS é capaz de atuar em 

uma série de enzimas e proteínas alvo. Contudo, a via de sinalização fisiológica 

mais importante estimulada pelo NO é a ativação da enzima guanilato ciclase 

solúvel (GCs), geração de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) e ativação da 

proteína quinase G, que em células musculares lisas leva à vasodilatação, tendo 

papel de grande importância no controle do tônus vascular (Förstermann and Sessa, 

2012). 

Estudos demonstraram que em concentrações fisiológicas normais, a leptina 

exerce efeitos vasoprotetores ao melhorar a função endotelial como resultado da 

produção aumentada de NO por meio da ativação da via de fosforilação 

PI3K/Akt/eNOS ou por meio da ativação dependente de adenosina monofosfato 

quinase (AMPK)/eNOS (Beltowski, 2012; Stern et al., 2016; Koliaki et al., 2018; 

Landecho et al., 2019). Contudo, a hiperleptinemia encontrada na obesidade 

geralmente leva à efeitos vasculares opostos, visto que seus efeitos estimulantes 

sobre a ativação da enzima eNOS e a produção de NO estariam prejudicadas 

devido à resistência à leptina (Beltowski, 2012; Landecho et al., 2019). Além disso, a 

hiperleptinemia também foi mostrada induzir estresse oxidativo, aumentando a 

formação de espécies reativas de oxigênio, consideradas um mediador chave da 

disfunção endotelial ao reduzir a biodisponibilidade de NO (Bouloumié et al., 1999; 

Hare and Stamler, 2005; Beltowski, 2012). 

Nossos achados demonstraram que a significativa redução da contratilidade 

vascular observada no grupo CAF foi também relacionada à ativação das enzimas 

PI3K e eNOS, e ao aumento na biodisponibilidade de NO na aorta torácica, 

sugerindo que a via de sinalização PI3K/Akt/eNOS ativada pelo receptor da leptina 

poderia estar envolvida na hiporresponsividade aórtica no grupo CAF. Quando 

avaliada a participação das isoformas neuronal e induzida da NOS, a incubação com 

seus respectivos inibidores farmacológicos não foi capaz de reverter a significativa 

redução da contratilidade vascular encontrada no grupo CAF, sugerindo que a 

isoforma eNOS seria a principal responsável pelo aumento na produção de NO. 

Esses resultados corroboraram com os ensaios de imunofluorescência que 



ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS Á OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA DE CAFETERIA E O PAPEL DO PVAT 

 

89 
 

mostraram aumento da intensidade de fluorescência apenas da isoforma eNOS em 

aortas do grupo CAF.  

Assim, a relação entre a hiperleptinemia encontrada na obesidade 

desencadeada pela dieta de cafeteria e o sistema cardiovascular seria 

aparentemente controversa ao desempenhar efeito vasodilatador associado à 

produção de NO. Contudo, uma possível explicação plausível poderia ser atribuída 

aos efeitos agudos e crônicos da leptina na vasculatura (Mattu and Randeva, 2013). 

À curto prazo, o aumento nos níveis circulantes de leptina na obesidade 

desencadeada pela dieta de cafeteria poderia contribuir para a ativação da via de 

fosforilação PI3K/Akt/eNOS levando ao aumento na produção de NO e consequente 

diminuição da contratilidade aórtica. Porém, à longo prazo, poderia haver resistência 

à leptina na vasculatura, levando ao prejuízo do seu efeito vasoprotetor. 

Dando sequência na investigação sobre quais mecanismos estariam 

envolvidos na significativa redução da contratilidade vascular encontrada no grupo 

CAF, foi avaliado qual seria o papel do endotélio vascular na hiporresponsividade 

aórtica observada. A cuidadosa retirada das células endoteliais nas preparações de 

reatividade vascular também foi capaz de restabelecer contratilidade vascular no 

grupo CAF, sugerindo sua importante contribuição nas alterações vasculares 

induzidas pela obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria. O endotélio 

vascular tem sua importância amplamente reconhecida como órgão modulador do 

tônus vascular, responsável pela síntese e liberação tanto de fatores de relaxamento 

quanto de fatores contráteis derivados do endotélio (Rubanyi, 1991). Além do NO, 

outros fatores de relaxamento derivados do endotélio investigados foram a 

endotelina, que ao interagir com os receptores ETB localizados no endotélio pode 

levar a vasodilatação (Vignon-Zellweger et al., 2012), e prostanóides vasodilatadores 

derivados da COX (Edwards et al., 2010). No entanto, o antagonismo do receptor 

ETB e a inibição da COX não foram capazes de restabelecer a contratilidade 

vascular no grupo CAF (resultados não mostrados), descartando a contribuição 

desses fatores na hiporresponsividade aórtica observada.  

Outro potente agente vasodilatador que demonstrou ter sua biodisponibilidade 

aumentada na aorta torácica do grupo CAF foi o H2O2. Contudo, sua participação na 

hiporresponsividade aórtica observada foi apenas parcial, sugerindo uma possível 

contribuição à significativa redução da contratilidade aórtica encontrada no grupo 
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CAF em conjunto com o NO, uma vez que a inibição simultânea da NOS e da 

produção de H2O2 foi capaz de restabelecer por completo o efeito máximo e a 

potência da contratilidade vascular no grupo CAF. Embora nossos achados não 

tenham identificado a fonte enzimática de H2O2, sugerimos que a sua produção seria 

advinda das células endoteliais, visto que o H2O2 é considerado um dos fator de 

hiperpolarização derivado do endotélio capaz de induzir vasodilatação em diversos 

leitos vasculares, desempenhando papel importante na manutenção da homeostase 

cardiovascular (Matoba et al., 2000; Matoba and Shimokawa, 2003; Shimokawa and 

Matoba, 2004). 

Em conjunto, nossos achados revelaram que a obesidade desencadeada pela 

dieta de cafeteria por apenas 4 semanas levou a um perfil hiporresponsivo da aorta 

torácica dissecada do tecido adiposo circundante frente ao estímulo vasoconstritor 

induzido por PE. Sugerimos que esse efeito se deve, em parte, ao aumento nos 

níveis séricos de leptina e ativação da via de sinalização PI3K/Akt/eNOS ativada 

pelo receptor ObR levando ao aumento na produção de NO, e parcialmente 

atribuído ao aumento de H2O2 nas células endoteliais. O aumento na produção 

desses dois potentes fatores vasodilatadores derivados do endotélio poderia estar 

relacionado à um mecanismo adaptativo compensatório na tentativa de preservar a 

função vascular em um quadro de obesidade à curto prazo. 

Posteriormente, nossos achados se dedicaram a investigar qual seria o 

impacto do tecido adiposo que circunda os vasos sanguíneos (PVAT) sobre o perfil 

hiporresponsivo observado na aorta torácica do grupo CAF anteriormente discutido. 

O PVAT está intimamente relacionado ao sistema cardiovascular, exercendo 

importante influência sobre os vasos sanguíneos, podendo se relacionar a 

progressão ou regressão de doenças cardiovasculares relacionadas à obesidade 

devido a sua plasticidade ao responder a diferentes situações fisiológicas e 

fisiopatológicas por meio de mudanças fenotípicas, como morfologia ou balanço de 

fatores vasoativos por ele liberados (Gálvez-Prieto et al., 2012). Assim, a 

compreensão dessa relação, obesidade-PVAT, vem sendo amplamente investigada 

objetivando identificar as moléculas bioativas secretadas pelo PVAT nessas 

condições. 

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que a presença 

do PVAT diminuiu a potência da vasoconstrição induzida por PE no grupo controle, 
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evidenciando o perfil anticontrátil do PVAT comumente observado em condições 

fisiológicas em diferentes leitos vasculares em roedores e humanos (Soltis and 

Cassis, 1991; Lohn et al., 2002; Dubrovska et al., 2004; Gao et al., 2005b, 2007). Em 

contrapartida, quando avaliado qual seria o impacto da obesidade desencadeada 

pela dieta de cafeteria sobre o perfil vasoativo do PVAT, foi observado que a 

presença do PVAT aumentou a vasoconstrição induzida por PE no grupo CAF. 

Quando sobrepomos as curvas concentração-resposta da vasoconstrição induzida 

por PE nos grupos controle e CAF, é possível visualizar um efeito paradoxo da 

obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria, em que ao mesmo tempo em que 

ela leva a diminuição da contratilidade vascular tanto na ausência quanto na 

presença do PVAT, essa diminuição foi parcialmente compensada na presença do 

tecido adiposo circundante, sugerindo um perfil vasoconstritor do PVAT na tentativa 

de restabelecer a contração vascular induzida por PE no grupo CAF.  

Nossos achados corroboram com a grande maioria dos estudos encontrados 

na literatura que demonstram a perda do efeito anticontrátil do PVAT na obesidade 

induzida por diferentes dietas, culminando em um perfil vasoconstritor do PVAT 

(Marchesi et al., 2009; Ketonen et al., 2010a; Ma et al., 2010; Owen et al., 2013; Sun 

et al., 2013; Gil-Ortega et al., 2014; Aghamohammadzadeh et al., 2015; Zaborska et 

al., 2016; da Costa et al., 2017; Almabrouk et al., 2018). Observações semelhantes 

também foram feitas em vasos humanos em estudos in vitro (Greenstein et al., 

2009). No entanto, até o momento nossos achados são os primeiros a abordarem o 

impacto da dieta do tipo cafeteria sobre o perfil vasoativo do PVAT, especificamente 

na contratilidade vascular. 

Atualmente, somente um trabalho na literatura demonstrou o efeito da dieta 

de cafeteria sobre o papel do PVAT apenas no relaxamento vascular induzido por 

ACh em aortas torácicas de camundongos C57BL/6J (Lang et al., 2019). Nesse 

estudo, os autores encontraram que a obesidade desencadeada pela dieta de 

cafeteria à longo prazo mostrou ser mais eficaz em causar disfunção do PVAT e 

consequente disfunção endotelial quando comparado à dieta “high fat” após um 

período de 12 semanas. O prejuízo do relaxamento vascular dependente do 

endotélio observado foi associado à significativa redução da fosforilação do sítio de 

ativação da Akt (serina 473) e da eNOS (serina 1177) no PVAT dos animais que 

receberam dieta “high fat” e dieta de cafeteria (Lang et al., 2019). Contudo, ao 
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contrário dos resultados encontrados por Lang et al. (2019), nossos achados 

demonstraram que a presença do PVAT não alterou o relaxamento vascular 

induzido por ACh em ambos os grupos controle e CAF. Podemos atribuir esses 

diferentes resultados encontrados ao período de dieta utilizado à curto ou à longo 

prazo. Outros estudos também demonstraram que na obesidade induzida por dieta 

“high fat” ao longo de 20 à 32 semanas, o relaxamento vascular endotélio-

dependente foi significativamente prejudicado na presença do PVAT (Ketonen et al., 

2010a; Gil-Ortega et al., 2014; Xia et al., 2016).  

Assim, apesar do PVAT apresentar um perfil vasoconstritor frente a contração 

vascular induzida por PE, esse perfil não foi observado frente à vasodilatação 

induzida por ACh. Poderíamos associar esses diferentes perfis ao fato de que os 

fatores secretados pelo PVAT podem depender do estímulo vasoconstritor ou 

vasodilatador aplicado (Gao et al., 2007). 

Quando avaliado quais seriam os possíveis mecanismos relacionados ao 

perfil vasoconstritor do PVAT encontrado na obesidade desencadeada pela dieta de 

cafeteria, apostamos na hipótese de que a ativação do sistema renina-angiotensina 

tecidual, presente no PVAT, poderia estar envolvida, uma vez que os componentes 

essenciais do sistema foram mostrados serem expressos no PVAT (Cassis, 2000; 

Galvez-Prieto et al., 2008; Nobrega et al., 2019). Além disso, evidências crescentes 

sugerem que a via de sinalização ECA/Ang II/AT1 estaria associada à disfunção do 

PVAT, podendo representar um elo importante para o desenvolvimento de doenças 

cardiometabólicas (Mathai et al., 2011; Sakaue et al., 2017). Ao verificarmos a 

participação do sistema renina-angiotensina no perfil vasoativo do PVAT no grupo 

CAF, nossos achados demonstraram que a inibição da ECA e o antagonismo dos 

receptores AT1 aboliram o aumento da contração vascular observado na presença 

do PVAT no grupo CAF, sugerindo a importante contribuição do sistema renina-

angiotensina no perfil vasoconstritor do PVAT na obesidade desencadeada pela 

dieta de cafeteria.  

A hiperativação do sistema renina-angiotensina é geralmente acompanhada 

por níveis plasmáticos elevados de Ang II, considerada o principal peptídeo efetor do 

sistema (Faria-Costa et al., 2014). Como já abordado anteriormente, a Ang II está 

entre os fatores vasoconstritores produzidos e secretados pelo PVAT (Galvez-Prieto 

et al., 2008). Devido aos seus efeitos contráteis, oxidativos e pró-inflamatórios, a 
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produção local de Ang II pelo PVAT possui impacto substancial na função e 

estrutura vascular (Cassis et al., 2008; Faria-Costa et al., 2014). No presente estudo, 

a participação da Ang II no perfil vasoconstritor do PVAT observado no grupo CAF 

foi verificada apenas de maneira indireta por meio da ativação dos receptores AT1, 

responsáveis por desencadear as principais respostas biológicas que contribuem 

para o efeito vasoconstritor da Ang II (Faria-Costa et al., 2014). Contudo, 

experimentos adicionais são necessários para investigar se a dieta de cafeteria 

levaria ao aumento na produção de Ang II circulante e no PVAT. 

Estudos anteriores mostraram que a ativação dos receptores AT1 pela Ang II 

na vasculatura e no PVAT é associada a um desequilíbrio oxidante/antioxidante no 

sistema vascular ao induzir o aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio, como o O2
- considerado um potente agente vasoconstritor, por meio da 

ativação da enzima NADPH oxidase (Lassegue et al., 2001; Cassis et al., 2008; 

Nguyen Dinh Cat et al., 2013; Ramalingam et al., 2017). Ao verificarmos o 

envolvimento da NADPH oxidase e O2
- no perfil vasoconstritor do PVAT em aortas 

do grupo CAF, nossos achados revelaram que a inibição da NADPH oxidase e da 

produção de O2
- também foi capaz de abolir o aumento da contração vascular 

observado na presença do PVAT no grupo CAF, sugerindo a importante contribuição 

das espécies reativas de oxigênio no perfil vasoconstritor do PVAT na obesidade 

desencadeada pela dieta de cafeteria. Esses resultados corroboraram com os 

experimentos de fluorescência que mostraram aumento nos níveis de O2
- no PVAT 

do grupo CAF em comparação ao grupo controle.  

Estudos relataram que os adipócitos que compõe o PVAT são fonte 

importante de O2
- vascular, e a enzima NADPH oxidase, que representa a principal 

fonte de O2
- na vasculatura, também foi mostrada ser expressa no PVAT (Furukawa 

et al., 2004; Gao et al., 2006). Além disso, o aumento da atividade de NADPH 

oxidase e da produção de ânions superóxido foi também demonstrado em um 

modelo de obesidade induzido por dieta (Ketonen et al., 2010b). Devido à sua alta 

reatividade, o O2
− proveniente da NADPH oxidase pode reagir com o NO levando a 

produção de peroxinitrito (ONOO-) e consequente diminuição da biodisponibilidade 

de NO, prejudicando o relaxamento vascular (Channon and Guzik, 2002). O ONOO- 

é um agente oxidante muito mais potente do que o O2
− e, em altas concentrações, 

pode levar ao desacoplamento da NOS, também levando a diminuição da 
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biodisponibilidade de NO (Landmesser et al., 2003). Uma vez que nossos achados 

demonstraram que a dieta de cafeteria leva ao aumento na produção de NO na 

aorta torácica dissecada do tecido adiposo circundante e que na presença do PVAT 

há o aumento na produção de O2
−, sugerimos que o NO advindo da aorta possa 

reagir com o O2
− produzido pelo PVAT levando à produção de ONOO-, contribuindo 

para o aumento da contração vascular observado na presença do PVAT no grupo 

CAF. Contudo, experimentos adicionais são necessários para investigar se a dieta 

de cafeteria levaria ao aumento na produção de ONOO- na vasculatura. 

Conforme já abordado anteriormente, as doenças cardiometabólicas 

compartilham a fisiopatologia comum da inflamação crônica de baixo grau não 

resolvida. Nesse contexto, os metabólitos do ácido araquidônico são fatores 

importantes na iniciação e na resolução da inflamação e têm sido detectado tanto 

sistemicamente quanto em tecidos específicos, como no PVAT, que adquire um 

perfil pró-inflamatório, contribuindo para a perda do seu efeito anticontrátil durante a 

obesidade (Lumeng et al., 2007; Mendizabal et al., 2013; Nosalski and Guzik, 2017; 

Sonnweber et al., 2018). 

Evidências experimentais demonstraram haver relação entre o aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio e o aumento da expressão e atividade da 

COX (Hernanz et al., 2014). Os produtos derivados de COX são considerados 

moduladores cruciais do tônus vascular e da agregação plaquetária em condições 

fisiológicas e patológicas (Ozen et al., 2013; Hernanz et al., 2014). Em condições 

fisiológicas, a maioria dos prostanóides é produzida pela isoforma constitutiva COX1, 

enquanto a COX2 é induzida por estímulos inflamatórios e outros fatores, como Ang 

II, e expressa constitutivamente sob condições patológicas em vários órgãos e tipos 

de células, incluindo a parede vascular (Alvarez et al., 2005; Álvarez et al., 2007; 

Beltrán et al., 2009; Virdis et al., 2009). Ao avaliarmos a participação da COX no 

perfil vasoconstritor do PVAT na obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria, 

de forma surpreendente foi encontrado que apenas a inibição da COX1 foi capaz de 

abolir o aumento da contração vascular observado na presença do PVAT no grupo 

CAF, sugerindo que a inflamação crônica de baixo grau desencadeada pela dieta de 

cafeteria à curto prazo talvez não seria suficiente para induzir a expressão e 

ativação da COX2. Esses resultados corroboraram com os ensaios de 
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imunofluorescência que mostraram aumento da intensidade de fluorescência apenas 

da isoforma COX1 no PVAT do grupo CAF.  

O aumento na produção de derivados da COX, como a prostaglandina F2α 

(PGF2α), e o tromboxano A2 (TxA2), é geralmente relacionado à vasoconstrição e ao 

remodelamento da parede vascular, bem como à agregação plaquetária e trombose, 

estando envolvido em alterações na função e estrutura vascular observadas em 

doenças cardiovasculares (Ozen et al., 2013; Hernanz et al., 2014). Mendizabal et 

al. (2013) demonstraram que o PVAT é importante fonte de produtos vasoativos 

derivados da COX, como prostaglandinas e tromboxano, que influenciam o controle 

do tônus vascular durante a síndrome metabólica. No presente estudo, a 

participação dos derivados vasoconstritores da COX, PGF2α e TxA2, no perfil 

vasoconstritor o PVAT observado no grupo CAF foi avaliada de maneira indireta por 

meio do antagonismo dos seus respectivos receptores. Nossos achados revelaram 

que a ativação de ambos os receptores de PGF2α e TxA2 estariam envolvidos no 

aumento da contração vascular observado na presença do PVAT no grupo CAF, 

sugerindo a importante contribuição desses produtos derivados da COX para o perfil 

vasoconstritor do PVAT na obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria.  

 Em conjunto,  a obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria alterou 

o perfil vasoativo do PVAT, que passou a apresentar um efeito vasoconstritor 

quando estimulado com PE, envolvendo a ativação do sistema renina-angiotensina 

por meio da ativação de ECA e dos receptores AT1. Verificou-se também o aumento 

na produção de O2
-, ativação da COX1 e dos receptores para PGF2α e TxA2. O perfil 

vasoconstritor do PVAT poderia refletir a tentativa de restabelecer a contração 

vascular induzida por PE, significativamente diminuída na ausência do tecido 

adiposo circundante. 

 Por fim, ao avaliarmos se as principais alterações cardiometabólicas 

encontradas após a administração da dieta de cafeteria por 4 semanas seriam 

reversíveis ou não, os animais do grupo CAF foram alimentados com dieta de 

cafeteria por 4 semanas consecutivas e, posteriormente, alimentados com dieta 

padrão para roedores por mais 4 semanas. Nossos achados revelaram que o 

tratamento dietético foi capaz de reverter as principais alterações metabólicas e 

cardiovasculares anteriormente observadas, incluindo a redução do peso corporal e 
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do índice de adiposidade e o reestabelecimento dos parâmetros avaliados na função 

cardíaca, bem como o reestabelecimento da contratilidade vascular na ausência e 

na presença do PVAT. Assim, nossos resultados são indicativos que as alterações 

observadas na obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria à curto prazo são 

ainda iniciais, possivelmente adaptativas, e passíveis de mudança com a 

modificação da dieta, sem a necessidade de intervenções farmacológicas. 

Bussey et al. (2016) demonstraram que o prejuízo cardiometabólico encontrado 

na obesidade induzida por dieta pode ser melhorado com a perda de peso por meio 

de um mecanismo que envolve redução da inflamação no tecido adiposo e aumento 

da atividade da NOS e biodisponibilidade de NO. Apesar de os mecanismos 

envolvidos na reversão dos parâmetros avaliados no presente estudo não terem sido 

explorados, sugerimos que a significativa redução do índice de adiposidade possa 

diminuir o perfil inflamatório e oxidativo sistêmico e local estimulado pela expansão, 

hipertrofia e hipóxia dos adipócitos na obesidade que resultam em inflamação 

crônica de baixo grau e anormalidades na função dos adipócitos (Nakamura et al., 

2014; Koliaki et al., 2018).  
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6 Conclusão 

A dieta de cafeteria representa um modelo de obesidade e síndrome 

metabólica induzida por dieta que possibilita investigar as alterações 

cardiovasculares associadas a distúrbios metabólicos em um curto período de 

tempo. No presente estudo, a obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria por 

apenas 4 semanas demonstrou pré-dispor arritmias e alterações na função cardíaca 

que, à longo prazo, poderiam evoluir para o desenvolvimento de insuficiência 

cardíaca. Além disso, foi também observado um perfil hiporresponsivo da aorta 

torácica dissecada do tecido adiposo circundante frente ao estímulo vasoconstritor 

induzido por PE, o qual poderia ser atribuído ao aumento nos níveis séricos leptina e 

na produção de NO e H2O2 pelas células endoteliais. Em contrapartida, a 

hiporresponsividade aórtica foi parcialmente restabelecida pelo perfil vasoconstritor 

do PVAT, envolvendo a ativação da ECA e dos receptores AT1, estresse oxidativo e 

ativação dos receptores para PGF2α e TxA2. Assim, sugerimos que as alterações 

cardíacas e vasculares encontradas na obesidade desencadeada pela dieta de 

cafeteria, à curto prazo, constituem características adaptativas compensatórias na 

tentativa de preservar o sistema cardiovascular, as quais são ainda passíveis de 

reversão quando realizado o tratamento dietético. 

 

Figura 55 - Mecanismos propostos envolvidos nas alterações cardiometabólicas induzidas 

pela obesidade desencadeada pela dieta de cafeteria.  
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