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RESUMO 

A disfunção vascular desempenha papel fundamental no desenvolvimento da sepse. O endotélio 

é conhecido por sua ação neste contexto, porém, a ação do tecido adiposo perivascular (PVAT) 

nesta disfunção é relativamente desconhecida. O trabalho foi desenvolvido utilizando modelo 

de sepse experimental, induzida por ligadura e perfuração do ceco (CLP) e incubação com LPS. 

A resposta contrátil de aorta torácica e artéria mesentérica superior obtidas de ratas sépticas 

com o PVAT mantido (PVAT+) ou removido (PVAT-) e de artérias de resistência de 

camundongos incubadas com LPS foi avaliada frente à noradrenalina. Sondas fluorescentes 

foram utilizadas para a avaliação da produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês oxygen reactive species) pelo PVAT. Também, através de técnica de 

imunofluorescência, foi avaliada a expressão das enzimas óxido nítrico sintases (NOS) e de 

receptores ß3- adrenérgicos, além da S-nitrosilação de proteínas, através do ensaio de biotin 

switch. Aorta e artéria mesentérica superior dos animais sépticos PVAT+ mostraram uma 

resposta contrátil diminuída, quando comparada com os vasos PVAT-. O PVAT da aorta 

produziu NO, enquanto o PVAT da mesentérica produziu ROS durante a progressão da sepse. 

O PVAT de artérias de resistência incubado com o LPS também causou relaxamento destes 

mesmos vasos. O PVAT da aorta e da mesentérica apresentou aumento na expressão da 

isoforma neuronal da NOS (NOS-1). Houve aumento da nitrosilação de proteínas apenas no 

PVAT da aorta. Experimentos cruzados, onde os vasos eram provenientes de animais saudáveis 

e o PVAT de animais saudáveis ou de animais sépticos, mostraram L-NAME, ODQ e 

antagonista ß3- adrenérgico reverteram o efeito anticontrátil aumentado do PVAT de animais 

sépticos na aorta. Nenhum destes compostos reverteu este efeito na mesentérica superior, o qual 

foi revertido pelo uso de tempol. O PVAT contribui para o aumento do efeito anticontrátil em 

vasos sépticos e os mecanismos parecem diferir entre os vasos: enquanto no PVAT da aorta o 

efeito parece depender da ativação de receptores ß3-adrenérgicos e NO, no PVAT da 

mesentérica, a formação de ROS parece ser mais relevante; ainda não se tem informações sobre 

os mecanismos anticontráteis do PVAT de artérias de resistência. Independente dos 

mecanismos, o PVAT participa da disfunção vascular da sepse e pode ser um alvo importante 

para futuros tratamentos desta condição. 

 

Palavras-chave: tecido adiposo perivascular; choque séptico; disfunção vascular; óxido 

nítrico; espécies reativas de oxigênio 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Vascular dysfunction plays a key role in sepsis. Endothelium is a relevant player but the role of 

perivascular adipose tissue (PVAT) is relatively unknown. The work was developed using cecal 

ligation and puncture (CLP) as sepsis model and LPS incubation. The responses of aorta, 

superior mesenteric artery and second order mesentery artery to norepinephrine in the presence 

or absence of PVAT were evaluated. Fluorescent probes measured nitric oxide (NO) and 

reactive oxygen species (ROS) production. NO synthases (NOS) and ß3-adrenoceptor 

expression were detected by immunofluorescence and S-nitrosylation by biotin switch assay. 

Aorta and superior mesenteric arteries from septic animals with intact PVAT showed a 

worsened response to the vasoconstrictor compared to vessels without PVAT. The same was 

observed in resistance mesenteric artery incubated with LPS. PVAT from aorta produced NO 

and ROS whereas PVAT from mesentery artery produced only ROS. Septic aortic PVAT 

exhibited a higher density of NOS-1 and NOS-3. S-nitrosylation was found in aortic PVAT. 

Donor (PVAT obtained from normal or septic rats): Host (normal vessel without PVAT) 

experiments showed that L-NAME, ODQ and ß-3 adrenergic receptor antagonist blocked septic 

aortic PVAT anti-contractile effect. None of these compounds affected mesenteric PVAT and 

tempol, but not apocynin, blocked its anti-contractile effect. PVAT contributes to the anti-

contractile effect in aorta and mesenteric artery of septic rats and the mechanisms seems to be 

different: ß-3 adrenergic receptor and NO appear to be key mediators of this effect in aortic 

PVAT, but not in superior mesenteric PVAT where ROS seem to be a relevant mediator; it’s 

necessary more information about the mechanism of PVAT in resistance arteries. Therefore, 

independent of the mechanism PVAT is a participant of sepsis vascular dysfunction and a 

putative pharmacological target to counteract this condition. 

 

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

reactive oxygen species. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O TECIDO ADIPOSO – ASPECTOS GERAIS 

 O tecido adiposo é formado por diversos tipos celulares, entre eles estão os adipócitos, 

pré-adipócitos, células T, macrófagos, nervos, capilares e fibras de colágeno (Brown et al., 

2014). Antes considerado apenas um depósito de triglicerídeos, a partir do trabalho pioneiro de 

Kathleen Sue Cook e colaboradores (1987) passou a ser reconhecido como um órgão endócrino. 

Dele são secretadas diversas substâncias ativas que participam da modulação do metabolismo 

sistêmico: citocinas, entre elas a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α, 

do inglês tumor necrosis factor-α); e adipocinas, que são citocinas secretadas exclusivamente 

ou majoritariamente pelo tecido adiposo, que incluem leptina, adiponectina, visfatina, resistina, 

apelina, quemerina e omentina. Essas substâncias, após liberadas pelo tecido adiposo, irão agir 

sobre seus receptores, presentes em diferentes tipos celulares, ativando diferentes cascatas de 

sinalização (Luo e Liu, 2016).  

Nos mamíferos, se levarmos em consideração características histológicas e funcionais, 

o tecido adiposo pode ser classificado em dois tipos: são eles o tecido adiposo branco (WAT, 

do inglês white adipose tissue) e o tecido adiposo marrom (BAT, do inglês brown adipose 

tissue). O WAT é amplamente distribuído e funciona como o maior depósito de energia 

proveniente do metabolismo. Nele, a energia é estocada na forma de triglicerídeos e liberada 

sob demanda, permitindo que haja intervalos entre as alimentações. Neste tipo, os adipócitos se 

apresentam grandes e esféricos, com a maior parte do citoplasma sendo composta por uma 

gotícula única de triglicerídeo (revisado por Kwok et al., 2016). Já o BAT é encontrado em 

regiões restritas, como escápula e tórax de mamíferos adultos. Possui maior vascularização e 

adipócitos menores, compostos por diversas pequenas gotículas de triglicerídeos, além de 

diversas mitocôndrias que expressam a proteína desacopladora-1 (UCP-1, do inglês uncoupling 

protein-1). É responsável pela termorregulação e coordenada pelo sistema nervoso autônomo 

simpático, através dos receptores β3-adrenérgicos (revisado por Cannon e Nedergaard, 2004). 

Há ainda um terceiro tipo, que se forma pela transdiferenciação de adipócitos tipicamente 

brancos para o fenótipo do tipo marrom em situações de adaptação (a temperaturas baixas, por 

exemplo), sendo chamado de tecido adiposo bege (Rosenwald et al., 2013) 

 É possível, ainda, classificar o tecido adiposo quanto a sua localização. Neste caso, pode 

ser dividido em tecido adiposo subcutâneo, visceral e perivascular. O tecido adiposo subcutâneo 

está localizado logo abaixo das camadas da pele, enquanto o tecido adiposo visceral é 

encontrado nas proximidades de órgãos vitais, no peritônio e caixa torácica. Embora ambos em 

geral se apresentem na forma de WAT, tem-se mostrado que existem importantes diferenças 
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histológicas (Figura 1) e de contribuição para o metabolismo, que dependem da sua localização 

(revisado por Kwok et al., 2016). Experimentos de transplante do tecido adiposo subcutâneo 

para a cavidade abdominal, onde normalmente está o tecido adiposo visceral, mostram que há 

diminuição no ganho de peso e melhora no metabolismo da glicose em ratos, indicando um 

perfil mais pró-inflamatório do tecido adiposo visceral e mais antiinflamatório do tecido 

adiposo subcutâneo, o que pode ser explicado pela maior produção de citocinas pró-

inflamatórias e de moléculas envolvidas na imunidade inata por parte do WAT visceral, 

havendo uma relação positiva entre aumento deste tipo de tecido adiposo e o risco de 

desenvolvimento de diabetes, hiperlipidemia e doenças cardiovasculares (Hocking et al., 2008; 

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

 

Figura 1. Diferenças do tecido adiposo. 

 

Características morfológicas do tecido adiposo branco subcutâneo (A) e visceral (B); tecido adiposo 

marrom (C) de camundongo. A marcação histológica por hematoxilina-eosina mostra que os depósitos 

de WAT diferem no tamanho: depósitos subcutâneos são mais heterogêneos, contendo tanto adipócitos 

uni e multiloculares, enquanto os depósitos viscerais são mais uniformes e contém adipócitos 

uniloculares; o BAT é muito diferente do tecido adiposo branco, apresentando adipócitos menores, com 

gotículas lipídicas multiloculares (Adaptado de Berry et al., 2013). 

 

Já o tecido adiposo perivascular (PVAT), é aquele que envolve os vasos periféricos, 

encontrando-se na sua porção mais externa (Figura 2). Sua composição varia dependendo da 

localização anatômica e, devido a sua posição extremamente próxima aos vasos, desempenha 

função estrutural e de proteção mecânica (revisado por Gil-Ortega et al., 2015). Somado a isso, 
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tem crescido a quantidade de trabalhos científicos mostrando que o PVAT também produz e 

libera substâncias com funções parácrinas e endócrinas, apresentando importante contribuição 

para o tônus vascular (revisado por Brown et al., 2014). Estudos utilizando ferramentas 

genéticas mostram que o PVAT difere do tecido adiposo branco e marrom em sua origem. 

Chang e colegas (2012) mostraram que o cruzamento de camundongos PPAR-γflox/flox (do inglês 

peroxisome proliferator–activated receptor-γ) com camundongos knock in para SM22α-Cre 

(SM22αCreKI/CreKI) e, subsequentemente, com camundongos ApoE-/-, permitiu a criação de 

animais desprovidos de PVAT (SM22CreKI/+/PPARflox/flox/ApoE-/-) tanto na aorta quanto nas 

artérias mesentéricas, enquanto que o BAT intraescapular e o WAT (gonadal, inguinal e 

subcutâneo) mantiveram-se intactos, corroborando com a ideia de que as células precursoras 

perivasculares possam ter origem de desenvolvimento diferente dos demais tipos de tecido 

adiposo.   

 

Figura 2. Estrutura da parede dos vasos. 

 

A parede dos vasos periféricos é composta por três camadas principais: a túnica intima, de células 

endoteliais; a túnica média, composta por células da musculatura lisa vascular; e a túnica externa ou 

adventícia, onde se encontra o tecido adiposo perivascular (Modificada de Zhao et al., 2015).  

 

1.2. PVAT E O SISTEMA CARDIOVASCULAR 

Os primeiros relatos sobre a existência de funções do tecido adiposo perivascular (do 

inglês perivascular adipose tissue - PVAT) que vão além da composição estrutural dos vasos, 

ocorreram no início dos anos 90, no reconhecido trabalho de Edward E. Soltis e Lisa A. Cassis 
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(1991). Estes pesquisadores mostraram, por meio do registro da tensão isométrica de anéis de 

aortas isoladas de ratos, que havia redução na resposta vasoconstritora para a noradrenalina 

naqueles anéis onde o PVAT era mantido intacto. Este achado foi confirmado mais tarde por 

Löhn e colaboradores (2002), que mostraram que a contração de anéis de aorta também era 

atenuada, na presença do PVAT, em resposta a outros agentes vasoconstritores, como a 

fenilefrina, a angiotensina II e a serotonina e sugeriram, então, que havia um fator relaxante 

derivado do PVAT (ADRF, do inglês adipocyte-derived relaxing factor), que agiria em canais 

de K+ do músculo liso vascular favorecendo assim a vasodilatação. 

 À parte da circulação cerebral, o PVAT envolve virtualmente todos os vasos sanguíneos 

periféricos maiores do que 50 μm de diâmetro (Houben et al., 2012). De uma maneira geral, 

pode-se afirmar que em condição fisiológica o PVAT exerce ação anticontrátil, anti-

inflamatória e antioxidante. Porém, análises imunohistoquímicas, histológicas e de PCR 

revelam que o PVAT apresenta diferentes padrões fenotípicos (Figura 3), variando tanto em 

estrutura quanto em função dependo da sua localização e, portanto, é fundamental considerar 

essas diferenças regionais durante os estudos a ele relacionados.  
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Figura 3. Tipos de tecido adiposo perivascular. 

 

O PVAT pode ser classificado como branco (pontos amarelos), marrom (pontos marrons) ou bege 

(representado pela mistura de pontos amarelos e marrons), dependendo da sua localização anatômica 

(Adaptada de Brown et al., 2014).  

 

Os adipócitos que compõem o PVAT cardíaco (aquele que envolve as artérias 

coronárias) de humanos apresentam características fenotípicas tanto de BAT quanto de WAT 

(Sacks et al., 2009; Payne et al., 2012). Como murinos não apresentam PVAT envolvendo estas 

artérias, os estudos referentes a este vaso são desenvolvidos utilizando animais de maior porte, 

como cães e porcos que, assim como os seres humanos, possuem PVAT coronário 

(Antonopoulos et al., 2017). Sua influência na manutenção do tônus coronário ainda é 

controversa. Em um trabalho publicado em 2013, Owen e colaboradores mostraram que a 

adição do PVAT à coronárias “limpas” (ou seja, com o PVAT removido) de porcos saudáveis 

permite um aumento na resposta contrátil para o cloreto de potássio (KCl), dependente da 

quantidade de PVAT adicionado à cuba. Do mesmo modo, estudo utilizando coronária de cães 

constatou haver diminuição na dilatação dependente de endotélio nas coronárias onde o PVAT 

foi mantido (Payne et al., 2010), apontando para uma função pró-contrátil do PVAT neste vaso. 

Porém, é importante lembrar que estes estudos foram realizados utilizando animais machos. 

Um interessante estudo de Ahmad e colegas (2017) mostrou que o sexo influencia na ação do 

PVAT sobre a manutenção do tônus de artérias coronárias e a conhecida ação anticontrátil sobre 
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vasos periféricos pôde ser vista também nas coronárias de porcas, mas não na de porcos – o que 

indica que o PVAT pode exercer um efeito protetor sobre coronárias de fêmeas, o que vai ao 

encontro com a menor incidência de doenças coronárias em fêmeas. 

 Da mesma maneira que o PVAT coronariano, o PVAT que envolve as artérias renais 

apresenta uma mistura de adipócitos característicos de WAT e de BAT. Se por um lado o PVAT 

destes dois vasos apresenta semelhança fenotípica, parece que quanto a regulação do tônus 

vascular há diferenças. Segundo o recente trabalho de Restini e colaboradores (2018), o PVAT 

renal não exerce qualquer influência na contração da artéria renal de ratos machos, não havendo 

mudanças nem na potência nem na contração máxima para a noradrenalina e a fenilefrina, 

apesar de não haver dados disponíveis sobre a resposta frente a agentes vasoconstritores não-

adrenérgicos e também de haver um pool de catecolaminas disponível no tecido.   

Já o PVAT dos vasos periféricos, como da aorta - vaso de condutância - e das artérias 

mesentéricas - vasos de resistência -, apresenta características fenotípicas que diferem entre si, 

porém sabe-se que exerce uma ação global anticontrátil (Soltis & Cassis, 1991; Gao et al., 2005; 

Ayala-Lopez et al., 2017). Na aorta torácica de roedores, o PVAT se apresenta característico 

de BAT, já na aorta abdominal e artérias mesentéricas se apresenta majoritariamente do tipo 

branco (revisado por Brown et al., 2014). Padilla e colegas (2013) mostraram que mesmo em 

um mesmo vaso a gordura perivascular pode apresentar variações fenotípicas, como é o caso 

da aorta, onde o PVAT aparece distinto na aorta torácica e abdominal e esta variação não diz 

respeito apenas ao fenótipo, mas também às suas ações parácrinas, já que a influência do PVAT 

na contratilidade da aorta abdominal é menor se comparada à torácica e esta diferença está 

relacionada a uma menor expressão da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS ou NOS-

3) na primeira (Victorio et al., 2016).  

 Assim como nas artérias da circulação sistêmica, o PVAT também age na modulação 

da homeostase venosa. Na veia cava de ratos, por exemplo, a contração é reduzida quando o 

PVAT é mantido intacto (PVAT+) e este fenômeno é observado tanto para a fenilefrina, quanto 

para serotonina e para vasoconstritor mimético de tromboxano A (U 46619) em experimentos 

ex vivo. Porém, diferente das artérias, na veia cava a contração só é atenuada pelo PVAT na 

presença de endotélio (Lu et al., 2011). 

Como dito, a capacidade de influenciar a contração vascular atribuída ao PVAT é devida 

à produção local e liberação de moléculas ativas, como citocinas e adipocinas, e também por 

apresentar sistema ativo de recaptação de catecolaminas e sistema renina-angiotensina (SRA).  

Algumas das principais substâncias provenientes do PVAT com conhecida ação sobre 

o tônus vascular são: 
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i. Adiponectina – descoberta em meados da década de 90, esta adipocina de 30 

kDa pode ser encontrada em diferentes conformações e exerce seus efeitos sobre 

seus receptores AdipoR1 e AdipoR2, membros da família de receptores de 

progesterona e adiponectina Q (PAQR) (Scherer et al., 1995; revisado por 

Yamauchi et al., 2014). Tem ação anti-inflamatória (Yokota et al., 2000; 

Okamoto et al., 2002), de sensibilização à insulina (Lindsay et al., 2002) e 

importante ação vasodilatadora (Fésüs et al., 2003; Hong et al., 2016). Nas 

artérias, sua ação anticontrátil ocorre pela ativação de canais de potássio 

dependentes de cálcio (BKCa), tanto na musculatura lisa vascular quanto por 

mecanismos dependentes de endotélio. Esta ação sobre BKCa parece ser mediada 

por óxido nítrico (NO), já que a ligação da adiponectina à seus receptores 

estimula a produção de AMPK, o qual fosforila e ativa a NOS no músculo liso 

e endotélio (Lynch et al., 2013; Almabrouk et al., 2017). 

ii. Leptina – produto do gene ob de adipócitos, atua como modulador do apetite e 

da homeostase energética (Friedman & Halaas, 1999). Sua produção é 

proporcional à massa de gordura corporal tanto em animais quanto em humanos 

e apresenta conhecida ação pró-inflamatória. Seu papel na manutenção do tônus 

vascular ainda é controverso. Por exemplo, a leptina tem ação vasodilatadora 

direta em aorta de ratos saudáveis, que é atenuada pela ausência de endotélio e 

pela inibição das NO sintases. Esta mesma ação direta foi notada em 

experimentos utilizando mesentérica superior de ratos, porém o efeito não pôde 

ser inibido com o uso de L-NAME, apontando para uma ação dependente de 

endotélio, mas independente de NO neste vaso (Lembo et al., 2000). Já Momim 

e colegas (2006), utilizando artéria mamária interna e veia safena de indivíduos 

com doença coronariana, encontraram respostas vasodilatadoras em ambos os 

vasos, porém, esta resposta foi independente de endotélio bem como da 

produção de NO. Se de um lado a leptina apresenta ação vasodilatadora direta, 

de outro, promove uma ação indireta vasoconstritora, que se dá pelo ativação do 

sistema nervoso simpático, vista tanto pela administração aguda de leptina 

intracerebroventricular, quanto pela sua administração intravenosa crônica em 

ratos saudáveis (Dunbar et al., 1997; Shek et al., 1998). Ainda, quando avaliada 

em aorta torácica e artéria pulmonar sem endotélio (E-) de ratos hipertensos, a 

leptina apresentou uma ação vasoconstritora direta (Gomart et al., 2017). Assim, 
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sua influência sobre o tônus parece ser dependente do local, do contexto 

fisiológico/fisipatológico e, parece, da espécie. 

iii. Óxido nítrico – através de experimentos de RT-PCR, posteriormente 

confirmados pelo método de Western Blotting, Dashwood e colegas (2007) 

mostraram que o PVAT expressa a isoforma endotelial da NOS-3 e que o nível 

de expressão desta enzima no PVAT e na veia safena de humanos é semelhante. 

O NO é mediador da ação anticontrátil desencadeada por algumas adipocinas. O 

efeito endotélio-dependente da adiponectina é dependente de NO, ocorrendo por 

meio da fosforilação da NOS-3 em resíduos de Ser1179, o que resulta em ativação 

enzimática e produção de NO; este efeito é parcialmente dependente de AMPK 

(Chen et al., 2003; Weston et al., 2013). O efeito vasodilatador endotélio-

dependente causado pela leptina também é mediada pelo NO, isso pode ser visto 

em animais bem como em pacientes saudáveis, e esse estímulo parece se dar 

pela fosforilação de Akt, com consequente ativação da NOS-3 (Kimura et al., 

2000; Vecchione et al., 2002; Schinzari et al., 2013). No entanto, a expressão de 

NOS-3 pode variar entre PVATs em diferentes localizações e este fato é 

correlato com sua ação vasodilatadora. No PVAT da aorta abdominal, por 

exemplo, a expressão de NOS-3 está diminuída em cerca de 60% quando 

comparada à do PVAT torácico e, da mesma maneira, a influência anticontrátil 

do PVAT abdominal sobre a aorta abdominal com endotélio preservado (E+) 

apresenta-se reduzida (Victorio et al., 2016). Mais recentemente em 2016, Xia e 

colegas mostraram que há expressão gênica das demais isoformas da NO 

sintases no PVAT de camundongos.  

iv. Peróxido de hidrogênio – enquanto o efeito vasodilatador endotélio-dependente 

do PVAT está majoritariamente atrelado à indução da NO sintase e ao aumento 

da produção de NO, o peróxido de hidrogênio (H2O2) tem sido visto como 

importante mediador de sua ação endotélio-independente, através da 

subsequente ativação da guanilato ciclase solúvel (GCs). A incubação de aorta 

sem endotélio (E-) com catalase, com scavenger de H2O2 ou com um inibidor da 

GCs aumentou a vasoconstrição para a fenilefrina apenas nos vasos onde o 

PVAT foi mantido intacto (Gao et al., 2007). O mesmo efeito foi visto frente à 

noradrenalina por Costa e colegas (2016), que demonstraram que as 

mitocôndrias são importante fonte de H2O2 no PVAT de aortas, já que sua 
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incubação com desacoplador da cadeia de elétrons diminuiu a produção final de 

H2O2 e, assim, o efeito anticontrátil de aortas sem endotélio.  

v. Sulfeto de hidrogênio – outro mediador gasoso localmente produzido é o H2S. 

Fang e colegas (2009) mostraram que o H2S induz vasodilatação em aortas de 

ratos e também que vasoconstritores como a fenilefrina, angiotensina-II e 

serotonina reduzem a produção de H2S na aorta, porém aumentam a sua 

produção e liberação pelo PVAT, com consequente ação parácrina de 

vasodilatação na musculatura lisa. A inibição da enzima produtora de H2S, a 

cistationina-γ-ligase (CSE) atenua o efeito anticontrátil do PVAT, sem 

apresentar ação nos anéis de vaso sem o PVAT (revisado por Köhn et al., 2012).  

vi. Metil palmitato – fator relaxante produzido pelos adipócitos do PVAT, o éster 

metílico do ácido palmítico (PAME) e que atua no músculo liso através da 

abertura de canais de potássio dependentes de voltagem (Kv), efeito este 

independente da presença de endotélio (Lee et al., 2011). O controle do tônus 

arterial pelo PAME já foi observado em aortas de ratos, bem como em artérias 

mesentéricas de humanos e sua atuação se dá majoritariamente pela abertura dos 

canais de potássio do subtipo Kv7 da musculatura vascular (Wang et al., 2018). 

vii. Ânion superóxido – sua principal fonte de produção no PVAT é pela enzima 

NAD(P)H oxidase. A expressão da subunidade p67phox da enzima é encontrada 

em adipócitos isolados do PVAT. Ensaios utilizando artérias mesentéricas 

superiores isoladas de ratos mostraram que o ânion superóxido (O2
•-) apresenta 

ação pró-contrátil frente à estímulo de campo elétrico (EFS), uma vez que sua 

inibição com a enzima scavanger superóxido dismutase (SOD) exerce atenuação 

na contração dos vasos PVAT+, assim como o uso de inibidores de NAD(P)H 

oxidase, como a apocinina (Gao et al., 2006). Além da sua produção pelos 

adipócitos, outra importante fonte de produção de O2
•- no PVAT se dá pelos 

macrófagos residentes, sendo que sua ativação leva ao aumento da produção de 

superóxido e perda da ação anticontrátil do PVAT (Withers et al., 2011).  

Além destas, outras adipocinas têm se mostrado relevantes no controle da homeostase 

vascular, entre elas estão a visfatina (Wang et al., 2009), omentina (Yamawaki et al., 2010), 

resistina (Langheim et al., 2010) e apelina (Kagota et al., 2019). 

Atualmente existem diversas evidências de um sistema adrenérgico completo nos 

adipócitos, incluindo a presença de receptores adrenérgicos, transportadores de catecolaminas 

e enzimas metabolizadoras (Lafontan & Berlan, 1993; Pizzinat et al., 1999; Song et al., 2019). 
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No que se refere ao PVAT, muito tem sido esclarecido nos últimos anos. Bulloch & Daly (2014) 

mostraram, através de experimento de imunofluorescência, que há marcação positiva de fibras 

nervosas ao anticorpo PGP 9.5, confirmando a presença de inervação no PVAT de artérias 

mesentéricas de camundongos. Também, fizeram marcações para os receptores α e β- 

adrenérgicos e puderam constatar a presença de ambos os receptores na gordura perivascular.  

Alguns anos antes, em 2011, Loesch & Dashwood utilizaram marcações 

imunohistoquímicas para mostrar a existência de fibras nervosas no PVAT da veia safena de 

indivíduos submetidos ao procedimento de bypass de artéria coronária, também chamado de 

ponte de safena. O interesse dos autores em explorar a presença de inervação nestas veias se 

deu pela observação de que os segmentos que eram usados mantendo-se a gordura perivascular 

intacta, apresentavam uma melhor performance após o implante, o que se traduzia em menor 

dano vascular quando comparado ao método tradicional de implantação de veias ‘limpas’, 

apontando para uma ação vasculoprotetora do PVAT, atribuída à presença de capilares, da 

leptina como um modulador da produção de NO, bem como da inervação neste tecido (revisado 

pelo mesmo grupo - Loesh & Dashwood, 2018).  

Por meio de experimentos funcionais, Ayala-Lopez e colegas (2014) notaram que aortas 

e mesentéricas de ratos apresentam resposta contrátil concentração-dependente ao 

simpatomimético indireto tiramina. Isso só pode ser observado nos vasos PVAT (+), apontando 

para a presença/produção local de catecolaminas, o que pode ser confirmado em análises de 

cromatografia líquida de alta eficiência, pela detecção de NA, dopamina (DA) e serotonina (5-

HT). Hoje sabe-se que estas catecolaminas podem ser produzidas tanto pelos adipócitos (Ayala-

Lopez et al., 2015), quanto pela fração estromal do PVAT, e.g. macrófagos (Whiters et al., 

2011) e eosinófilos (Whiters et al., 2017).  

Além da produção de catecolaminas, o PVAT também apresenta um sistema de 

recaptação funcional. Ayala-Lopez et al (2015) comprovaram, através de belas imagens de 

fluorescência, que os adipócitos são capazes de captar ASP+ (4-[4-(dimethylamino)-styrl]-N-

methylpyridinium iodide), um substrato fluorescente para transportadores catiônicos e tal 

captação foi reduzida por nisoxetina (inibidor de transportador de noradrenalina - NET), 

citalopram (inibidor de transportador de serotonina - SERT), bem como por corticosterona 

(inibidor de transportador de cátions orgânicos 3 - OCT3). Contudo, apesar de aparentemente 

os 3 transportadores apresentarem alguma influência na recaptação, apenas foi possível detectar 

o RNA mensageiro e a expressão proteica de OCT3 e, a partir desta e outras evidências, supõe-

se que o principal mediador de recaptação de NA no PVAT seja OCT3 (Ayala-Lopez et al., 

2015; Saxton et al., 2018). Em um recente trabalho publicado por Ahmad e colegas (2019), foi 
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demonstrado que além da recaptação de NA, o PVAT também armazena NA em vesículas, 

através de transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT, vesicular monoamine 

transporter). 

Para tornar completa a presença de um sistema adrenérgico funcional no PVAT, é sabido 

que o estímulo nervoso do PVAT proporciona um efeito vasodilatador, que se dá pela ativação 

de receptores β3-adrenérgicos. A ativação destes receptores β3-adrenérgicos possibilita a 

liberação de um fator anticontrátil derivado do PVAT e este fator parece ser a adiponectina, já 

que este efeito foi abolido em animais knock out para esta adipocina (Saxton et al., 2018).  

Embora ainda menos explorado do que o sistema adrenérgico, o sistema renina-

angiotensina (SRA) da gordura perivascular também tem sido visto como uma influência sobre 

o controle do tônus vascular. Com exceção à renina, o PVAT apresenta a expressão gênica de 

todos os componentes do SRA, incluindo a enzima conversora de angiotensina (ECA), 

angiotensina I e II (Ang I e II) e a angiotensina 1-7 (Ang 1–7), bem como os receptores de Ang 

II, o AT1 e o AT2 (Gálvez-Prieto et al., 2008). O uso de inibidor da ECA, assim como de 

antagonista do receptor de Ang II em artérias mesentéricas PVAT (+) submetidas à hipóxia, 

reverte a perda da ação anticontrátil apresentada pelo PVAT (Rosei et al., 2015). Uma das 

substâncias com efeito anticontrátil e anti-inflamatório do SRA é a Ang (1-7) (revisado por 

Jiang et al., 2014). Na veia cava inferior a Ang (1-7) tem sido vista como principal mediadora 

da ação parácrina do PVAT, agindo de maneira endotélio-dependente via receptores Mas, 

induzindo a liberação de NO e sua ação em canais Kv do músculo liso venoso (Lu et al., 2011). 

Recentemente, Nóbrega e colaboradores confirmaram a expressão proteica de receptores para 

a angiotensina do tipo 2 (AT2) e, também, de receptores Mas no PVAT de aortas, mostrando 

que o PVAT age, independente de endotélio, através de via que envolve as NO sintases 

constitutivas e ativação de PI3k/Akt (Nóbrega et al., 2019). 

Além de suas ações fisiológicas, tem-se estudado o envolvimento do PVAT em diversos 

processos patológicos relacionados ao sistema cardiovascular, como hipertensão (Gálvez-Prieto 

et al., 2012), aterosclerose (Spiroglou et al., 2010), nas alterações vasculares decorrentes da 

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

 

1.3. SEPSE, CHOQUE SÉPTICO E A DISFUNÇÃO CARDIOVASCULAR 

A sepse é uma condição bastante heterogênea e complexa, causada pelo desbalanço da 

resposta do hospedeiro frente a uma infecção (Singer et al., 2016). Segundo registros históricos, 

seu termo foi utilizado no contexto médico pela primeira vez nos poemas de Homero, há mais 

de 2700 anos, se referindo ao apodrecimento: sepsis deriva do termo sepo, que significa 
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apodrecer. Tal termo também é encontrado na coletânea Corpus Hippocraticum, vinculado ao 

legado do médico e filósofo Hipócrates (400 a.C.), associado a uma deterioração biológica 

perigosa e de mal cheiro que pode acontecer no corpo (revisado por Funk et al., 2009). De lá 

pra cá, muito se avançou no entendimento desta condição, porém, sua definição clínica 

aconteceu apenas no começo dos anos 1990, quando especialistas se reuniram e publicaram o 

primeiro consenso que definiu o que era a sepse e de que maneira deveria ser tratada. Segundo 

este guia, a sepse ficou definida como uma síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS) 

desencadeada por uma infecção. Seu mau prognóstico levaria à sepse grave, caracterizada pelo 

aparecimento de dano de órgãos e, ao choque séptico, estágio mais grave desta condição, onde 

além da falha orgânica, haveria hipotensão refratária ao uso de agentes vasoconstritores e à 

reposição de fluidos (Bone et al., 1992). No entanto, no último consenso clínico, o Terceiro 

Consenso Internacional de Definições para a Sepse e o Choque Séptico (Sepsis-3), ocorrido em 

2016, algumas definições foram revisadas e modificadas e, atualmente, a sepse é entendida 

como uma disfunção orgânica causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a 

uma infecção. O termo sepse grave foi removido e o choque séptico é agora identificado pela 

presença de hipotensão persistente (exigindo o uso de vasopressor para sua manutenção ≥ 65 

mmHg) somada à elevados níveis de lactato (maiores que 2 mmol/L ou 18 mg/dL), os quais 

permanecem alterados mesmo após a ressuscitação fluídica (Singer et al., 2016).  

A mortalidade e a morbidade relacionadas a sepse figuram entre os maiores problemas 

de saúde pública do mundo (Singer et al., 2016). Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), estima-se que mais de 30 milhões de pessoas sejam afetadas pela sepse no mundo a 

cada ano e, destas, aproximadamente 6 milhões venham a óbito. Apesar da dificuldade de 

quantificar os casos de sepse e caracterizar os perfis de incidência, devido a heterogeneidade 

de sua origem (ver Figura 4 para fatores de risco) e a falta de registros adequados 

(principalmente em países de baixa e média renda), sabe-se que as populações mais propensas 

a desenvolver esta condição são idosos e crianças e, da mesma maneira, o índice de mortalidade 

nestes grupos são mais altos (Rudd et al., 2018; Fleischmann-Struzek et al., 2018; Kotfis et al., 

2019).  

No Brasil, apenas em 2017 foi publicado o primeiro estudo observacional que reuniu 

dados epidemiológicos da sepse no país. O estudo avaliou unidades de terapia intensivas (UTIs) 

localizadas em diferentes regiões do país e encontrou altas taxas de incidência, prevalência e 

de morte, estimando mais de 200.000 mortes por sepse/ano no país, o que representa ~55% dos 

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

 

(Adaptada de Hotchkiss et al., 2016). 

  

A sepse pode ser causada por diferentes microrganismos, dentre eles bactérias gram-

negativas (principais causadoras) e gram-positivas, fungos, vírus e parasitas (Vincent et al., 

2009; Ani et al., 2015). O início do desenvolvimento da doença se dá pelo reconhecimento de 

componentes celulares únicos destes microrganismos, os padrões de reconhecimento associado 

à patógenos (PAMPs, do inglês pathogen-associated molecular patterns) através receptores de 

reconhecimento padrão (PRR’s, do inglês pattern recognition receptors) do hospedeiro. São 

conhecidas quatro famílias de PRRs: a do tipo toll (TLR, do inglês toll like receptors), a das 

proteínas de repetição ricas em leucina com domínio de oligomerização de nucleótidos (NOD, 

do inglês nucleotide-binding oligomerization domain), a dos receptores tipo RIG-1 (RIG, do 

inglês retinoic acid-inducible gene) que atuam no reconhecimento do RNA viral e, também, a 

dos receptores de lectina tipo C (CLR, do inglês C-type lectin receptor) presentes na superfície 

de células fagocíticas. Além do reconhecimento de PAMPs, os receptores PRRs também 

reconhecem produtos endógenos provenientes da degradação celular, como peptídeos e 

glicosaminoglicanos que são liberados de células apoptóticas e necróticas, estes produtos são 
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chamados de padrões moleculares associados ao dano tecidual (DAMPs, do inglês damage-

associated molecular pattern) (Cinel e Opal, 2009). O reconhecimento destes produtos leva a 

ativação de diversas vias de sinalização que irão influenciar na expressão de genes relacionados 

a inflamação, ao metabolismo celular e imunidade adaptativa (Cinel e Opal., 2009; Hotchkiss 

et al., 2016). 

Os sinais inflamatórios são traduzidos pela ligação de uma série de moléculas 

adaptadoras aos PRRs. Proteínas cinases e fosfatases participam da propagação do sinal no 

citoplasma, o que resulta na ativação de vários fatores de transcrição, como o fator nuclear κB 

(NF-κB), proteína de resposta de crescimento precoce 1 (EGR-1, do inglês early growth 

response protein 1), a proteína ativadora 1 (AP-1, do inglês activator protein 1) e os sinais 

transdutores e ativadores da transcrição 1 (STAT1, do inglês signal transducer and activator 

of transcription 1). Há, então, a ativação e recrutamento de leucócitos aos tecidos. A produção 

de neutrófilos e macrófagos é estimulada pela liberação de citocinas, quimiocinas, produtos de 

ativação do sistema complemento, NO, e de outros mediadores. Este gatilho pró-inflamatório, 

estimula a liberação de importantes mediadores secundários, como fatores lipídicos e espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, os quais amplificam o processo inflamatório (Cinel e Opal, 

2009; Nduka e Parrillo, 2011; Hotchkiss et al., 2016). Há também, durante desenvolvimento da 

sepse, um importante aumento na produção de mediadores antiinflamatórios, como a citocina 

IL-10, o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) e o TGF-β, caracterizando uma resposta anti-

inflamatória compensatória (CARS, do inglês compensatory anti-inflammatory response 

syndrome). Porém, estes mediadores anti-inflamatórios são insuficientes para reprimir a 

automanutenção da inflamação ou, ainda, acabam se mostrando danosos pois, produzidos em 

demasia, levam a um estado de imunodepressão (van der Poll e Opal, 2008; Nedeva et al., 

2019). 

A ativação dos receptores de células imunes, do complemento, a síntese de NO e de 

outros mediadores inflamatórios causam efeitos profundos em diversos sistemas do organismo, 

entre eles o de coagulação e o sistema vascular, levando ao aumento da expressão de selectinas 

e moléculas de adesão, desencadeando a coagulação intravascular disseminada, o aumento da 

permeabilidade vascular, com consequente extravasamento vascular, além de vasodilatação. 

(Figura 5). Esta disfunção microcirculatória contribui para o colapso do sistema cardiovascular 

de maneira tão profunda que a redução na resistência vascular periférica é vista como principal 

responsável pela alta mortalidade do choque séptico (Boisramé-Helms et al., 2013; Burgdorff 

et al., 2018). 
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Figura 5. Visão simplificada da fisiopatologia sepse. 

 

Uma agressão desencadeia a liberação de padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs) e 

padrões moleculares associados ao dano (DAMPs), que são reconhecidos pelos receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) presentes na superfície ou no interior das células do sistema imune 

e outros. Estes sensores funcionam também como efetores para modular a resposta imune através de 

vários mediadores ou biomarcadores pró ou anti-inflamatórios. Como resultado, a agressão pode ou não 

ser resolvida e, caso não seja, a função dos órgãos pode ser temporariamente ou até mesmo 

permanentemente prejudicada. Abreviaturas: HMGB1, proteína B1 do grupo de alta mobilidade; MIF, 

fator inibidor da migração de macrófagos; C5a e C3a, componentes 5a e 3a do sistema complemento; 

C5aR, proteína receptora C5a; C5b-9, complexo de complemento terminal; aPPT, tempo de 

tromboplastina parcial ativada; ELAM-1, molécula de adesão leucocitária endotelial 1; ICAM-1, 

molécula de adesão intercelular 1; CRP, proteína C reativa; LBP, proteína ligadora de LPS; ROS, 

espécie reativas de oxigênio; ERNs, espécies reativas de nitrogênio; IL-6, interleucina-6; IL-8, 

interleucina-8; IL-4, interleucina-4; IL-10, interleucina-10; MIF, fator inibidor da migração de 

macrófagos; mHLA, antígeno monocítico leucocitário humano; sTNF, fator de necrose tumoral solúvel; 

suPAR, receptor ativador de plasminogênio solúvel tipo urocinase; sTREM-1, receptor solúvel de 

gatilho expresso em células mielóides 1; CD64 e CD48, glicoproteínas de membrana 64 e 48; CID, 

coagulação intravascular disseminada (Modificada de Reinhart et al., 2012). 
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A hipotensão e hiporreatividade vascular da sepse consistem na instalação de 

vasodilatação profunda com baixa pressão arterial, que acontecem apesar do aumento no débito 

cardíaco, da ressuscitação fluídica e da administração de agentes vasopressores (Matsuda e 

Hattori, 2007; Levy et al., 2010). Tal vasoplegia descontrolada resulta na diminuição da 

perfusão tecidual, levando a um desbalanço no fluxo sanguíneo destinado aos órgãos vitais, 

com consequente disfunção orgânica (Sharawy, 2014). Os mecanismos pelos quais esta 

disfunção vascular ocorre não estão totalmente compreendidos, porém, sabe-se que ela está 

relacionada a uma combinação de dano endotelial e aumento da liberação de fatores pró-

inflamatórios com ação vasodilatadora. Dentre estes fatores estão os mediadores lipídicos, 

como eicosanoides e fatores de ativação plaquetária, bem como as espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio (RSN, do inglês reactive nitrogen species) (Aird, 2003; Sharawy, 2014). 

 Os primeiros relatos da participação do NO na fisiopatologia da sepse se deram no início 

dos anos 1990, quando Ochoa e colaboradores observaram que pacientes sépticos apresentavam 

um aumento plasmático dos metabólitos de NO (Ochoa et al., 1991). Poucos anos antes, alguns 

grupos já haviam demonstrado que o LPS induz a produção de NO em diversos tipos celulares, 

entre eles os macrófagos (Stuehr e Marletta, 1987), hepatócitos (Billiar et al., 1989), células da 

musculatura lisa vascular (Rees et al., 1990) e células endoteliais (Radomski et al., 1990; 

revisado por Moncada et al., 1991). Na mesma década, pesquisadores trataram pacientes 

sépticos com L-NAME e mostraram que a inibição da produção de NO levava ao aumento da 

pressão arterial destes pacientes, apesar de haver também alterações no débito cardíaco (Petros 

et al., 1994). Estudo ex vitro, utilizando artérias mesentéricas de pacientes em choque séptico, 

mostraram que estes vasos estavam hiporresponsivos à noradrenalina e confirmaram que a 

adição de L-NAME ou azul de metileno (inibidor da guanilato ciclase solúvel GCs, alvo de 

ação do NO) à cuba de órgão isolado, revertia esta resposta ao agente vasoconstritor, atribuindo 

ao NO a redução da sensibilidade vascular no choque séptico (Tsuneyoshi et al., 1996).  Estes 

e outros estudos realizados tanto em animais de experimentação bem como em pacientes, 

deixaram claro a importância do NO no desenvolvimento da disfunção vascular da sepse. 

O NO é produzido pela família das enzimas NO sintases. São conhecidas três isoformas 

desta enzima, duas definidas como constitutivas (a NOS-3 e a NOS-1) e a terceira que possui 

sua atividade induzida (NOS-2) por estímulos inflamatórios, presença de endotoxinas 

bacterianas ou hipóxia (Förstermann et al., 1998; Kleinert et al., 2004). Todas elas encontram-

se ativas cataliticamente quando dimerizadas e utilizam L-arginina e oxigênio molecular como 

substrato, necessitando de cofatores como a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADPH), o dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD), o monucleotídeo de flavina (FMN) e a 
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tetrahidrobiopterina (BH4), para a produção de NO e L-citrulina (Förstermann e Sessa, 2012). 

Porém, elas diferem na quantidade e no tempo de produção de NO, uma vez que a isoforma 

induzida produz NO em concentrações maiores (mM) e por mais tempo e as constitutivas 

produzem NO em escala nanomolar e de maneira pulsátil.  

Apesar das NO sintases estarem classificadas como constitutivas ou induzida, é sabido 

que as isoformas constitutivas também estão sujeitas à regulação transcricional e que a NOS-2 

está expressa em condição fisiológica (Förstermann e Sessa, 2012; Mattila e Thomas, 2014). A 

NOS-2 foi a primeira isoforma a ser apontada como responsável pela produção exacerbada de 

NO durante a sepse e endotoxemia (revisado por Moncada et al., 1991; Fernandes e Assreuy, 

2008), porém, hoje já se sabe que o aumento da expressão da NOS-1 (Enkhbaatar et al., 2009; 

Nardi et la., 2014) e da NOS-3 (Araújo et al., 2012) também contribuem para a produção de 

NO nesta condição.  

A participação do NO na disfunção vascular da sepse ocorre por diferentes mecanismos, 

diretos ou indiretos, como por exemplo pela ação sobre a GCs (Fernandes et al., 2009; Nardi et 

al., 2014); através da S-nitrosilação de proteínas (Benedet et al., 2018); e sobre canais de 

potássio (Bolotina et al., 1994; da Silva-Santos et al.,1999; Collin et al., 2011). Além da 

produção aumentada de NO, o desacoplamento das NO sintases, que ocorre tanto pela redução 

do substrato L-arginina (Luiking et al., 2005), bem como do cofator BH4 (He et al., 2012), 

contribui para a produção de ânion superóxido (O2
.-) durante a sepse. Também, o aumento da 

atividade de enzimas como NAHPD oxidase (Kong et al., 2010) e xantina oxidase (Galley et 

al., 1996; Luchtemberg et al., 2008) estão envolvidas no aumento da produção de ROS durante 

o desenvolvimento desta condição.  

O equilíbrio entre a formação e eliminação de ROS é fundamental para a manutenção 

da homeostase celular. Em condição fisiológica, sua produção é minuciosamente controlada 

por componentes antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos (Finkel, 2003). Porém, a 

produção exagerada de ROS está associada à citotoxicidade (Huet et al., 2011). Na sepse, os 

altos níveis de O2
.- possibilitam ampla interação com o NO, formando espécies ainda mais 

reativas, como o peroxinitrito (ONOO-) (Thomas et al., 2015). O ONOO- e outras ROS, 

interagem com múltiplos alvos, oxidando proteínas e componentes do DNA e induzindo 

peroxidação lipídica (Pacher et al., 2007). Estas ações oxidativas podem ocorrer nas membranas 

mitocondriais, resultando em despolarização da membrana, desacoplamento da fosforilação 

oxidativa e alteração da cadeia respiratória, ativação de caspases e, por fim, apoptose 

(Boisramé-Helms et al., 20). Além disso, algumas ROS e mediadores com conhecida ação 

vasodilatadora se apresentam aumentados na sepse, contribuindo não só para o dano orgânico, 
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mas também para a disfunção vascular, como é o caso do H2O2 e o H2S, que agem através da 

abertura direta de canais de K+ do músculo liso vascular ou, ainda, pela via GCs/PKG (Mink et 

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

 

1.4. PVAT NA SEPSE E ENDOTOXEMIA 

Pouco se conhece sobre a influência do PVAT no dano vascular da sepse. Em abstract 

publicado em 2012, Tsao e colaboradores avaliaram a contração dos microvasos de animais 

desafiados com LPS frente ao vasoconstritor fenilefrina e mostraram que a inibição da atividade 

das NO sintases pelo uso de L-NAME, induziu melhora na hiporresponsividade já conhecida 

na endotoxemia, o que aconteceu de maneira mais relevante nos vasos em que o PVAT foi 

mantido intacto, se comparado a vasos PVAT-, sugerindo que o NO produzido pelo PVAT pode 

modular a resposta contrátil durante a endotoxemia. No ano seguinte, Hai Mei e colegas 

mostraram que a contribuição do PVAT para o efeito anticontrátil de artérias mesentéricas de 

animais endotoxêmicos pode ser dependente de NO, provavelmente proveniente da NOS-2, já 

que a sua inibição com andrographolide reverteu este efeito, apesar deste composto não ser 

seletivo e o grupo não ter investigado outros possíveis alvos de ação (Jayakumar et al., 2013; 

Hai Mei et al., 2013).  

Recentemente, Awata e colegas mostraram através de experimentos utilizando aortas 

isoladas de ratos, que os anéis de vasos dos animais sépticos que tiveram o PVAT mantido 

contraíram menos frente ao vasoconstritor fenilefrina do que aqueles que tiveram o PVAT 

removido, mostrando que o PVAT contribui para a vasoplegia da sepse experimental. Os 

autores, através de ferramentas farmacológicas, levantaram evidências de que isso pode ocorrer 

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

al., 2019). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Apesar do conhecimento adquirido nos últimos anos sobre à influência do PVAT na 

fisiologia cardiovascular e no desenvolvimento de algumas doenças relacionadas ao sistema 

cardiovascular (como aterosclerose, hipertensão e obesidade), é escasso o conhecimento 

referente à ação do PVAT sobre o dano vascular da sepse. Considerando que a hipotensão e a 

hiporreatividade vascular são vistas como as principais alterações que levam a morte de 

pacientes em choque séptico, a importância deste trabalho está no entendimento, ainda que 

inicial, sobre a maneira pela qual o PVAT exerce suas ações sobre esta profunda alteração 

vascular da sepse.   

 

3. HIPÓTESE 

O tecido adiposo perivascular contribui, a partir da liberação de fatores dele derivados, 

para a disfunção vascular da sepse. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o envolvimento do PVAT na disfunção vascular da sepse. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

PARTE I 

1) Avaliar a influência do PVAT na contração de aorta e artéria mesentérica 

superior de animais naïve e sépticos; 

2) Avaliar a contração de aorta e mesentérica superior de animais naïve, quando 

incubados com PVAT de animais naïve ou CLP; 

3) Avaliar a produção de NO e ROS pelo PVAT durante o desenvolvimento da 

sepse experimental; 

4) Investigar as vias pelas quais o PVAT contribui para a contração de aorta e 

artéria mesentérica superior na sepse, considerando as diferenças no tipo de 

PVAT que envolve cada um destes vasos.  

 

PARTE II 

5) Avaliar a contração de artéria mesentérica de segunda ordem PVAT+ e PVAT- 

após a incubação com LPS; 
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6) Avaliar a contração de mesentérica de segunda ordem de camundongos naïve, 

quando na presença de PVAT previamente incubado com LPS (15 μg/mL); 

7) Avaliar a contração de artéria mesentérica de segunda ordem de animais obesos 

PVAT+ e PVAT-, frente à noradrenalina. 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1. ANIMAIS 

PARTE I 

O cuidado com os animais e os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho 

foram aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da UFSC (CEUA) sob o número 

de protocolo 2264190617 e estão de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA). Os experimentos foram realizados em ratas Wistar de 

aproximadamente 90 dias, pesando entre 200 e 250 gramas, fornecidas pelo Biotério Central da 

UFSC. Os animais foram tratados com vermífugo (Albendazol 10%) na água de beber por 3 

dias, seguido de solução polivitamínica (Vitagold®) pelos próximos 4 dias. Foram alocados em 

5 animais por caixa em estante ventilada, sendo mantidas temperatura (22 ± 2 ºC) e luz (ciclo 

de 12 h claro/escuro) controladas, com livre acesso à água e ração. 

PARTE II 

Todos os procedimentos cumpriram as normas estabelecidas pelo Animals (Scientific 

Procedures) Act 1986 e foram feitos de acordo com licença de projeto aprovado. Os 

experimentos foram realizados utilizando camundongos C57BL/6J (Envigo, Reino Unido). Os 

animais receberam dieta normal ou rica em gordura (Special Diet Services, UK, cat no. 824054, 

60% gordura, 20% carboidrato e 20% proteína) e, com aproximadamente 18 semanas e peso 

médio de 40.73 g ± 4.652 g, foram eutanasiados por asfixia de CO2. 

 

5.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

5.2.1. Indução da sepse pelo modelo de ligadura e perfuração do ceco (CLP)  

A indução da sepse foi realizada pelo método de CLP (Rittirsch et al., 2009). Os animais 

foram previamente sedados pela via i.p com cloridrato de xilazina (5 mg/Kg) e analgesiados 

com cloridrato de tramadol (10 mg/Kg) e, então, foram acomodados em uma câmara de 

respiração para a indução de anestesia com oxigênio-isoflurano a 5%. Após a indução da 

anestesia, os animais foram colocados sobre uma manta aquecida (37ºC) e a anestesia foi 

mantida por inalação contínua da mistura de oxigênio-isoflurano (3%) durante todo o 

procedimento cirúrgico. O anestésico local lidocaína (2%, sem vasoconstritor) foi administrado 
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na região da linha alba, onde foi feita a incisão abdominal. Após o procedimento anestésico, foi 

realizada laparotomia, com incisão de aproximadamente 1 cm e, então, a exposição e ligadura 

não obstrutiva do ceco, abaixo da válvula ileocecal. A perfuração transfixante no ceco dos 

animais foi realizada com agulha 14 G, seguida de leve compressão para assegurar a saída de 

conteúdo intestinal. O ceco foi recolocado na cavidade abdominal e a sutura foi feita utilizando 

fio de nylon (3-0). Em seguida, os animais receberam PBS (30 mL/Kg; ~36ºC; s.c.) para 

reposição fluídica e foram mantidos em ambiente aquecido até a recuperação da anestesia (~120 

minutos). Visando diminuir o sofrimento animal, foi administrado cloridrato de tramadol (5 

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

 

5.2.2. Experimentos de órgão isolado  

Vinte e quatro horas após a indução da sepse, as ratas foram eutanasiadas com sobredose 

de anestésicos (cetamina 300 mg/Kg e xilazina 60 mg/Kg; i.p.) para a coleta dos vasos. Para 

reduzir o número de animais utilizados, foram coletadas as aortas e artérias mesentéricas 

superiores dos mesmos animais. Em seguida, o PVAT foi mantido (PVAT+) ou removido 

(PVAT-) dos vasos (ver Esquema 2A), os quais permaneceram em solução nutritiva Krebs- 

Ringer (pH 7.4; composição em mM: 118 NaCl; 4.7 KCl; 2.5 CaCl2; 1.1 MgSO4; 0.9 KH2PO4; 

25 NaHCO3; 0.03 EDTA e 11 D-glucose) gelada até o início do experimento. Os vasos foram 

então seccionados em anéis de ~3 mm e colocados em sistema de órgão isolado aquecido a 

37ºC e constantemente gaseificado com mistura carbogênica contendo 95% O2 e 5% CO2. Os 

anéis estavam conectados à transdutores de força isométrica (ADInstruments, Dunedin, Nova 

Zelândia) para a medição da tensão. A tensão basal foi de 0,5 g e 2 g para a mesentérica superior 

e aorta, respectivamente. Depois de 45 min de estabilização, com troca da solução nutritiva (a 

cada 15 min), a viabilidade dos vasos foi avaliada usando KCl (120 mM). Após lavagem e nova 

estabilização dos anéis (30 min), a presença de endotélio funcional foi confirmada pela 

capacidade de vasodilatação à acetilcolina (1 µM para aorta e 10 µM para mesentérica superior) 

nos vasos pré-contraídos com fenilefrina (1 µM para aorta e 10 µM para mesentérica superior). 

Apenas os anéis que apresentaram >80% de vasodilatação foram considerados. A curva 

cumulativa para a noradrenalina (1 nM a 100 µM) foi realizada após nova estabilização dos 

anéis. Em alguns protocolos experimentais, os anéis PVAT+ e PVAT- foram incubados com 

L-NAME (200 µM) por 30 min antes da curva cumulativa para a noradrenalina. Os dados são 

expressos como gramas de contração x noradrenalina log [M]. 

Uma segunda abordagem experimental utilizando o sistema de órgão isolado foi 

utilizada. Neste caso, o PVAT dos vasos de ratas saudáveis e sépticas foram dissecados de toda 
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a extensão do vaso utilizado e mantidos separadamente em Krebs refrigerado até o momento 

da realização do experimento. Apenas vasos de animais normais (naïve) foram montados no 

sistema (ver Esquema 2B). A estabilização dos vasos ocorreu como descrito acima. Vinte 

minutos antes da realização da curva cumulativa para a noradrenalina, o PVAT de vasos de 

animais normais ou sépticos foi adicionado às cubas, contidos por fio de aço inoxidável (40 µm 

de diâmetro), ou seja, o PVAT encontrava-se apenas na mesma solução que os vasos, embora 

sem contato direto com os mesmos. Nos experimentos nos quais o PVAT foi incubado 

previamente com ferramentas farmacológicas, estas foram adicionadas à solução do PVAT 30 

min antes deste ser adicionado à cuba contendo os vasos. O PVAT foi lavado 3 vezes com 

Krebs-Ringer e imediatamente colocado na cuba com o vaso repórter, como explicado acima. 

Os dados são expressos como gramas de contração x noradrenalina log [M]. 

 Em uma terceira etapa, segmentos de artéria mesentérica de segunda ordem (>200 µm) 

de camundongos foram dissecadas em solução nutritiva (composição em mmol/L: 119 NaCl, 

4,7 KCl, 1,17 MgSO4, 25 NaHCO3, 1,17 KH2PO4, 0,03 EDTA, 5,5 glicose e 1,6 CaCl2) gelada. 

O PVAT foi mantido em alguns segmentos (PVAT+) e removido em outros (PVAT-) ou, ainda, 

foi removido de todos os segmentos e adicionado à cuba previamente à realização da curva 

concentração-resposta (ver Esquema 3). As artérias foram montadas utilizando fio de 40 µm de 

diâmetro (Danish MyoTech, Dinamarca) e deixadas estabilizando por 30 min antes da 

normalização. A normalização utilizou o comprimento e a tensão da parede do vaso para ajustar 

os vasos a uma tensão inicial padronizada. As artérias foram esticadas gradualmente usando um 

micrômetro e a força medida usando transdutor Powerlab® (LabChart v7; ADInstruments, 

Reino Unido), que permite o cálculo da tensão da parede. Após a normalização, os vasos foram 

deixados por mais 30 min para equilíbrio (37ºC, gaseificado com mistura carbogênica contendo 

95% O2 e 5% CO2). Após o equilíbrio, os vasos foram desafiados com 60 mmol/L de KCL 

para estabelecer uma resposta contrátil máxima. Vasos com resposta < 0,3 mN/mm2 foram 

excluídos. As artérias PVAT+ e PVAT-, ou ainda, os PVATs previamente isolados dos vasos, 

foram incubados com LPS (15 μg/mL) por 4 horas e a contração dos vasos nestas diferentes 

condições foi testada para a noradrenalina (ver Esquema 3). As respostas foram registradas 

usando o programa LabChart®. Os dados são expressos como % de contração do KCl x 

noradrenalina log [M]. 

 

5.2.3. Dosagem de nitrito e nitrato (NOx) 

Os níveis de NOx foram medidos pelo método de Griess, como descrito previamente 

por Granger e colaboradores (1996). Para isso foi utilizado o reagente de Griess (1% de 
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sulfanilamida em 10% de ácido fosfórico/0,1% de alfa-naftiletilenodiamina em água de Milli-

Q). O plasma foi desproteinizado pela adição de sulfato de zinco (2%) e, para a conversão do 

nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37ºC, durante 2 h, em presença de nitrato 

redutase de Escherichia coli cultivada em anaerobiose. Após a conversão enzimática do nitrato 

a nitrito, as amostras foram centrifugadas para a remoção das bactérias e 100 µL do 

sobrenadante foram misturados a 100 µL de reagente de Griess. Após 10 min, realizou-se a 

leitura em 540 nm em um leitor de microplacas (Infinite M200, Tecan Group Ltd, Suíça). Os 

resultados foram expressos como µM de NOx. 

 

5.2.4. Avaliação da produção de NO e ROS  

A produção de NO e ROS pelo PVAT foi avaliada de maneira direta através do uso de 

sondas fluorescentes. Para avaliar a produção de NO, foi utilizada a sonda diaminofluoresceína-

FM diacetato (DAF-FM DA). Esta sonda, desenvolvida por Kojima e colaboradores (1999), 

atravessa a membrana celular de maneira passiva e dentro da célula é desacetilada por esterases, 

gerando DAF-FM. O DAF-FM reage com o NO, produzindo um benzotriazol fluorescente 

(excitação em 495 nm e emissão em 515 nm), permitindo a obtenção de relação linear entre a 

intensidade de fluorescência e a formação de NO na amostra. A sonda é capaz de detectar 

concentrações de NO a partir de 3 nM (Kojima et al., 1999).  

Já o dihidroetídio (DHE) foi utilizado para a detecção de ROS. Esta sonda permeia a 

membrana celular e é oxidada principalmente pelo O-
2, mas também por outras espécies reativas 

de oxigênio, como o H2O2, originando um produto fluorescente, o etídio (E+). O E+ apresenta 

seu máximo de fluorescência em comprimento de onda de emissão e excitação de 520 nm e 610 

nm, respectivamente (Benov et al., 1998; Gomes et al., 2005).  

Aortas torácicas e artérias mesentéricas superiores com os PVATs intactos foram 

removidas de animais saudáveis e de animais sépticos 12 h e 24 h após a indução da sepse e 

congeladas em gel crioprotetor Tissue Tek®. Cortes de 10 μm para a aorta e 20 μm para 

mesentérica superior foram feitos em criostato e acondicionados em lâminas revestidas com 

poli-L-lisina. As fatias foram incubadas em solução nutritiva de Hank modificado obtido da 

Sigma Aldrich (EUA) por 15 minutos e, então, incubadas por 60 min com as sondas DAF-FM 

DA (10 μM) ou DHE (5 μM) diluídas na solução de Hank. Em seguida, as fatias foram lavadas 

por 3 vezes com a solução e montadas junto com as lamínulas, utilizando gel de montagem Gel 

Mount®.  

Para a avaliação da produção de NO nas artérias mesentéricas superiores, o protocolo 

teve modificações, seguindo protocolo baseado em Victorio e colaboradores (2012). Neste caso 
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especificamente, o tecido foi colocado e incubado com DAF-FM DA por 30 min em 

temperatura ambiente, fixado com paraformaldeído 4% por 4 h e então congelado em gel 

crioprotetor para então ser cortado e analisado. Esta modificação no protocolo foi necessária 

pois não conseguimos visualizar nenhuma fluorescência neste tecido, mesmo havendo testado 

maiores concentrações da sonda ou maior tempo de incubação, seguindo o protocolo padrão. 

As amostras foram visualizadas em microscópio de fluorescência (Leica DMI 3000B) e 

a quantificação da intensidade relativa de fluorescência foi realizada utilizando o software de 

domínio público Image J 1.50i software (NIH, Bethesda, MD, USA).  

 

5.2.5. Imunofluorescência 

Com auxílio de um criostato (Leica CM 1850 UV Biosystems Leica, Wetzlar, 

Germany), as aortas (10 μm) e artérias mesentéricas superiores (20 μm) foram cortadas e os 

cortes foram colocados em lâminas revestidas com poli-L-lisina. Os cortes foram contornados 

com caneta hidrofóbica, e foram bloqueados por 1 h com soro bovino fetal 5%. Após o bloqueio, 

os cortes foram incubados overnight, a 4ºC, com os anticorpos primários em diluição 1:200 

(anticorpo policlonal feito em coelho anti-NOS-1, SC-1025, lote D2611, Santa Cruz 

Biotechnology, USA; anticorpo monoclonal feito em camundongo anti-NOS-2, N9657, lote 

125M4885V Sigma-Aldrich, USA; anticorpo policlonal feito em coelho anti-NOS-3, SC-654, 

lote BO613 Santa Cruz Biotechnology, USA; anticorpo policlonal feito em coelho anti-

receptor-β3 adrenérgico, BS1063r, lote AH04103450 BIOSS, USA). Um corte foi utilizado 

como controle negativo, ou seja, não recebeu o anticorpo primário. No dia seguinte, os cortes 

foram lavados 3 vezes com PBS e incubados com os anticorpos secundários (diluídos 1:800): 

Alexa Fluor 568- (A11011, lot 1778025, Thermo Fisher Scientific, USA), PE- (sc-3744, lot 

E3012, Santa Cruz Biotechnology, USA) ou Alexa Fluor 488- (A31627 lot 140410, Thermo 

Fisher Scientific, USA), por 1 h em temperatura ambiente. Após a incubação, os cortes foram 

novamente lavados 3 X com PBS e depois foram montadas as lamínulas sobre as lâminas, 

utilizando meio de montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) para 

conservação da fluorescência. As lâminas foram mantidas em ambiente escuro e úmido a 4ºC 

até o momento da leitura. Para análise, foi utilizado microscópio confocal de fluorescência 

(Leica DMI6000B®, Wetzlar, HE, Germany) e a aquisição das imagens foi realizada através 

do software LAS AF Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE, Germany). Foram feitos pelo 

menos 2 cortes de cada tecido (n = 5 por grupo). A quantificação da intensidade relativa de 

fluorescência foi realizada pelo software NIH ImageJ 1.50i imaging software (NIH, Bethesda, 
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MD, USA). Os resultados foram expressos em intensidade relativa de fluorescência em 

comparação com o grupo controle. 

 

5.2.6. Ensaio de nitrosilação de proteínas  

Aortas e artérias mesentéricas superiores foram coletadas usando tampão contendo 

EDTA e neocuproína e congeladas à -20º C em material crioprotetor (Tissue Tek®). Após 

completo congelamento, as amostras foram mantidas à -80º C até o momento do uso (os 

experimentos foram realizados no máximo 3 dias após a coleta dos tecidos). No dia do 

experimento, os vasos foram seccionados em criostato (10 µm para a aorta e 20 µm para a 

artéria mesentérica superior) e as fatias foram, então, acomodadas em lâminas revestidas com 

poli-L-lisina, como descrito por Benedet et al., 2018. Os cortes foram permeabilizados com 

PBS contendo 1% de Triton X-100 por 15 min, lavados 3 vezes com tampão de lavagem (250 

mM HEPES, 0,1 mM EDTA e 0,01 mM neocuproína) e, então, fixado com paraformaldeído 

4% por 20 min em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram incubados com N-

etilmaleimida (20 mM; 30 min; à 4º C), para que houvesse o bloqueio das sulfidrilas livres e, 

após esta incubação, novamente foram lavados 3 vezes com o tampão de lavagem. Então, as 

fatias foram incubadas com ascorbato de sódio (1 mM) e 0.05 mM de N-(3-

malemidylpropionyl)biocytin por 1 h, em temperatura ambiente. Como controle da detecção de 

proteínas S-nitrosiladas, alguns cortes foram incubados sem a presença do ascorbato de sódio. 

Todos os cortes foram lavados e, por fim, incubados com solução de avidina conjugada ao 

fluoróforo FITC (1:800 dilution; Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) por 1 h, também 

em temperatura ambiente. As lamínulas foram então acondicionadas sobre os cortes, utilizando 

meio de montagem aquoso Gel Mount® (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) para 

conservação da fluorescência. Para análise, foi utilizado microscópio confocal de fluorescência 

(Leica DMI6000B®, Wetzlar, HE, Germany) e a aquisição das imagens foi realizada através 

do software LAS AF Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE, Germany). Foram feitos pelo 

menos 2 cortes de cada tecido (n = 5 por grupo). A quantificação da intensidade relativa de 

fluorescência foi realizada pelo software NIH ImageJ 1.50i imaging software (NIH, Bethesda, 

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

comparação com o grupo controle. 

 

5.2.7. Análise estatística 

Os dados são expressos como média ± erro padrão da média. A análise estatística foi 

realizada utilizado o programa Graph Prism 5.03 (Graph Pad Software, San Diego, CA). As 
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curvas concentração-resposta foram analisadas utilizando ANOVA de duas vias, com pós-teste 

de Bonferroni; -logCE50 e Rmax foram analisados pelo teste-T de Student. A comparação entre 

os grupos PVAT 12 h, PVAT 24 h e PVAT naïve foi realizada por ANOVA de uma via. Valores 

de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes. 

 

5.3. MATERIAIS 

Anticorpo policlonal feito em coelho anti-NOS-1 and anti-NOS-3 foram comprados da 

Santa Cruz Biotechnology, EUA; mouse monoclonal antibody anti-NOS-2 from Sigma-

Aldrich, USA. Anticorpo policlonal feito em coelho anti-receptor β3 adquirido da BIOSS, 

EUA. Tissue Tek® obtido de Sakura Finetek Inc., EUA. Anticorpos secundários (Alexa Fluor 

568, PE or Alexa Fluor 488) e avidina-FITC da Invitrogen Life Technologies, EUA. Sondas 

fluorescentes, DAF-FM diacetato (4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate) 

and DHE (dihydroethidium) comprados da Thermo Fisher Scientific, EUA. Reagentes usados 

para o ensaio de Biotin Switch: HEPES, neocuproína, ascorbato de sódio, N-(3-

malemidylpropionyl) biocytin da Sigma-Aldrich, EUA. L-NAME (N(ω)-nitro-L-arginine 

methyl ester) e bitartarato de noradrenalina, LPS (Escherichia coli O111:B4), ODQ (1H-

(1,2,4)oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one), tempol e apocinina  adquiridos da Sigma-Aldrich, 

EUA. 

 

5.4. DESENHOS EXPERIMENTAIS 

Esquema 1: Desenho experimental da Parte I 
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Esquema 2: Experimentos de aorta e artéria mesentérica superior isoladas 

 

Inicialmente, aortas e artérias mesentéricas superiores de animais naïve ou sépticos foram utilizadas em 

experimento de órgão isolado, tendo seu PVAT mantido (PVAT+) ou removido (PVAT-) (Esquema 

2A). Numa segunda abordagem, os PVATs de vasos de animais naïve ou sépticos foram isolados e 

mantidos em líquido nutritivo gelado até serem adicionados às cubas contendo os vasos, alguns PVATs 

foram previamente incubados com inibidores e antagonistas para estudo do mecanismo de ação. Nesta 

abordagem, apenas vasos de animais saudáveis foram utilizados (Esquema 2B). 

 
Esquema 3: Experimentos de artéria mesentérica de segunda ordem isoladas 

 

Artérias mesentéricas de segunda ordem tiveram o PVAT mantido ou removido e foram incubadas com 

LPS (15 μg/mL) por 4 horas antes da contração para a noradrenalina em sistema de orgão isolado 

(Esquema 3A). Ou, ainda, tiveram o PVAT removido e incubado com LPS (15 μg/mL) por 4 horas e, 

então, adicionado ao sistema de órgão isolado contendo vasos que foram mantidos com líquido nutritivo 

(Esquema 3B) (Modificado de Saxton et al., 2018). 

 

 

6. RESULTADOS  

Os resultados deste trabalho encontram-se divididos em duas partes: a primeira, se refere 

aos resultados obtidos utilizando modelo de sepse em ratas, onde investigamos as ações do 

PVAT sobre a contração de aorta e artéria mesentérica superior, ambas com o endotélio intacto; 

a segunda, relata os resultados iniciais sobre ação do PVAT em artérias mesentéricas de 

segunda ordem de camundongos, incubadas ex vivo com LPS e desprovidas de endotélio. 
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6.1. PARTE I 

6.1.1. Caracterização da intensidade da sepse experimental e a escolha por 

animais naïve como controle  

Com o objetivo de padronizar a intensidade da sepse, realizamos uma curva de 

mortalidade dos animais submetidos à cirurgia de CLP, como controle foram utilizados animais 

falso-operados (Sham).  

Os animais apresentaram 50% de mortalidade 48 horas após a indução da sepse e 20% 

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

 

Figura 6. Curva de sobrevivência para a caracterização da gravidade da sepse experimental. 

 
A taxa de sobrevivência foi avaliada a cada 12 h após a indução da sepse até o tempo de 96 h. Os 

resultados são expressos como porcentagem de sobrevivência. n = 10 animais por grupo. 
 

 Os animais Sham (ou falso operados), passam pela anestesia e pela laparotomia, assim 

como os animais CLP e, por esse motivo, são muitas vezes escolhidos como controle 

experimentais no desenvolvimento de projetos de pesquisa, já que foram submetidos aos 

mesmos protocolos que os animais-teste. Com a finalidade de avaliar se haveria alguma 

diferença entre animais saudáveis (naïve) ou os animais Sham, analisamos a concentração de 

NO plasmático, através da sua medida indireta, pela dosagem de nitrito+nitrato (NOx). Nesta 

avaliação não foi observada diferença significativa entre animais do grupo naïve e Sham, 

enquanto nos animais CLP, 24 horas após a indução da sepse, a dosagem de NOx se mostrou 

aumentada (Figura 7). 
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Figura 7. Concentração de nitrito + nitrato (NOx) plasmáticos. 

 

Vinte e quatro horas após a indução da sepse (CLP) ou da abertura da cavidade abdominal (Sham), o 

sangue foi coletado e o NOx plasmático foi mensurado. Cada barra representa a média ± erro padrão da 

média de 5 ratas. ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Bonferroni; *p < 0,05 em relação ao 

grupo Naïve.  

 

 Além da avaliação da concentração de NOx, também realizamos curva concentração-

resposta para a noradrenalina em anéis de aorta torácica e artéria mesentérica superior, de 

animais naïve e Sham, PVAT+ e PVAT-. A análise destas curvas de contração mostra que não 

houve diferença entre os grupos Sham, quando comparados aos grupos naïve nas mesmas 

condições experimentais (Figura 8).  

 Levando em consideração estes resultados, que mostraram não haver diferenças entre 

animais saudáveis e falso operados nos parâmetros avaliados e, principalmente, pensando na 

redução de sofrimento animal, utilizamos ratas naïve como controle para os experimentos 

encontrados na sequência deste trabalho, já que estas não são submetidas aos protocolos 

anestésico e cirúrgico.  
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Figura 8. Resposta contrátil de vasos naïve e Sham frente à noradrenalina. 

 

Vinte e quatro horas após a laparotomia, os vasos PVAT+ e PVAT- de animais sham foram coletados e 

a resposta à noradrenalina foi avaliada em sistemas de órgão isolado. Painel A para aorta e painel B para 

artéria mesentérica superior. Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n = 8. 

ANOVA de duas vias. 

 

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

Para avaliarmos se haveria alguma influência do PVAT na resposta contrátil, aortas e 

artérias mesentéricas superiores de ratas naïve ou CLP 24 h foram coletadas para experimento 

de órgão isolado. A curva cumulativa das aortas de ratas saudáveis confirmou o que a literatura 

vem mostrando: neste caso, os vasos dos animais PVAT+ apresentaram menor resposta 

contrátil quando comparados ao PVAT- saudáveis (Figura 9A, símbolos abertos; Tabela 1). 

Porém, quando avaliamos a contração de artérias mesentéricas superiores das mesmas ratas 
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saudáveis, não observamos diferença na resposta contrátil comparando os vasos PVAT+ e 

PVAT- (Figura 9B, símbolos abertos; Tabela 1).  

 Da mesma maneira, avaliamos a contração dos vasos de animais CLP. Coletamos as 

aortas torácicas e artérias mesentéricas superiores 24 h após a indução da sepse, quando a 

hipotensão e hiporreatividade vascular já estão estabelecidas (Nardi et al., 2016; Benedet et al., 

2018). Esta hiporreatividade pode ser confirmada observando-se a Figura 9, que mostra que os 

vasos de animais sépticos apresentam resposta máxima (Rmax) significativamente reduzida 

quando comparados com os de animais naïve (Figura 9A e 9B, símbolos fechados; Tabela 1). 

Além disso, observamos também que a ação anticontrátil do PVAT não só continua ocorrendo 

no choque séptico, como também está aumentada se comparada com os animais saudáveis em 

ambos os vasos avaliados (Figura 9C e 9D). Este fenômeno pode ser facilmente visualizado no 

gráfico de contração de artéria mesentérica superior, neste vaso não observamos o efeito 

anticontrátil do PVAT em animais naïve, porém, nos animais sépticos a contração PVAT+ 

encontra-se claramente reduzida.  
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Figura 9. A presença do PVAT reduz a contração dos vasos de animas sépticos frente à 

noradrenalina. 

 

Curva concentração-resposta para a noradrenalina em aorta torácica (A) e artéria mesentérica superior 

(B) de animais naïve (símbolos abertos) e animais sépticos (símbolos fechados) contendo (PVAT+) ou 

não (PVAT-) o tecido adiposo perivascular. Delta da área sob a curva (AUC, do inglês area under curve) 

entre as curvas de contração de animais naïve e séptico para aorta (C) e artéria mesentérica superior (D). 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n = 7-8. ANOVA de duas vias. * p < 

0,05 comparação PVAT+ e PVAT- do grupo naïve; e # p < 0,05 comparação PVAT+ e PVAT- do grupo 

CLP. 
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Tabela 1. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em aorta torácica e artéria mesentérica superior com (PVAT+) ou sem (PVAT-) o 

tecido adiposo perivascular mantido. 

 Aorta torácica Artéria mesentérica superior 

 Rmax (g) −log EC50 Rmax (g) −log EC50 

 Naïve 

PVAT(-) 1.2 ± 0.014  7.0 ± 0.04  0.78 ± 0.01 5.6 ± 0.04  

PVAT(+) 1.1 ± 0.01#   6.7 ± 0.04*  0.81 ± 0.01 5.4 ± 0.03*  

 CLP 

PVAT(-) 0.70 ± 0.01  6.3 ± 0.007  0.43 ± 0.01  5.5 ± 0.02 

PVAT(+) 0.51 ± 0.01#  5.7 ± 0.007* 0.35 ± 0.03#  4.8 ± 0.007*  

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=8. Teste t de Student, P < 0.05: * -log 

CE50 PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-) . 

 

6.1.3. Confirmação do aumento da ação anticontrátil do PVAT na sepse 

Apesar de haver notável diferença na contração dos vasos de animais sépticos PVAT+ 

quando comparada a dos vasos que tiveram o PVAT removido, nos perguntamos o quanto desta 

alteração seria unicamente proveniente do PVAT, já que durante a sepse existem importantes 

alterações tanto no músculo liso vascular quanto no endotélio. Para remover as possíveis 

influências das outras camadas constituintes do vaso, avaliamos a contração apenas de vasos 

saudáveis após a incubação com PVAT de animais saudáveis ou sépticos. 

Os resultados apresentados na Figura 10 confirmam que a sepse causa alterações no 

PVAT e que este apresenta uma maior ação anticontrátil quando comparada com a do PVAT 

de animais saudáveis na aorta (Figura 10A), bem como na artéria mesentérica superior (Figura 

10B). Na Tabela 2 encontram-se os parâmetros de potência e resposta máxima da contração 

para a noradrenalina.  
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Figura 10. Efeito anticontrátil do PVAT removido de animais sépticos sobre a contração de 

vasos saudáveis 

 

O PVAT foi removido de aortas e artérias mesentéricas superiores de animais saudáveis ou sépticos, 

mantidos em líquido nutritivo e adicionados às cubas contendo os vasos de animais saudáveis 20 

minutos antes da curva concentração-resposta para a noradrenalina. Ainda com a presença do PVAT na 

cuba, foram feitas as curvas concentração-resposta para a noradrenalina (Painel A para aorta; Painel B 

artéria mesentérica superior). Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; n = 8. 

ANOVA de duas vias, *p < 0,05. 
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Tabela 2. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em aorta torácica e artéria mesentérica superior de animais saudáveis incubadas 

com PVAT de animais naïve ou CLP. 

Aorta 

PVAT Naïve PVAT CLP 

-log CE50 Rmax -log CE50 Rmax 

6.7 ± 0.06 1.8 ± 0.03 6.4 ± 0.07* 1.4 ± 0.02# 

Artéria mesentérica superior 

PVAT Naïve PVAT CLP 

-log CE50 Rmax -log CE50 Rmax 

5.4 ± 0.03 1.0 ± 0.01 5.3 ± 0.04 0.63 ± 0.01# 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=8. Teste t de Student, P < 0.05: * -log 

CE50 PVAT CLP vs. PVAT naïve; # Rmax PVAT CLP vs. PVAT naïve. 

 

6.1.4. Produção de NO e ROS no PVAT  

Considerando a relevância do NO e das ROS na disfunção vascular e, ainda, na ação do 

PVAT sobre a contração vascular, avaliamos a produção de ambos no PVAT de animais 

saudáveis e durante a progressão da sepse, neste caso, nos tempos de 12 h e 24 h após o CLP.  

Os resultados mostram que houve aumento na produção de NO bem como de ROS pelo 

PVAT da aorta já no tempo de 12 h quando comparada ao grupo naïve. A produção de NO se 

manteve elevada nos tempos tardios da sepse (Figura 11A-D). Já nas imagens referentes à 

artéria mesentérica superior, não houve aumento da produção NO no PVAT em nenhum dos 

tempos avaliados (Figura 11E e G), enquanto, quase de maneira espelhada, nos tempos tardios 

da sepse um aumento na produção de ROS pode ser observado (Figura11F e H). 
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Figura 11. Produção de NO e ROS no PVAT de aorta e artéria mesentérica superior obtidas de 

animais sépticos durante a progressão da sepse. 

 

PVAT de aorta (micrografias e painéis de cima) e de artéria mesentérica superior (micrografias e painéis 

de baixo). Imagens representativas da quantificação da produção de NO (imagens em A e E; painéis C 

e G) e ROS (imagens em B e F; painéis D e H). As artérias foram coletadas de animais naïve e de 

animais sépticos 12 h e 24 h após o CLP e incubados por 60 min com DAF-FM DA (10 μM) para a 

medida da produção de NO ou DHE (5 μM) para a avaliação da produção de ROS. As fotografias dos 

cortes que não foram incubados com a sonda (Sem sonda) foram utilizadas para mostrar a 

autofluorescência do tecido, a qual foi descontada dos demais cortes. As imagens foram obtidas com 

aumento de 20x. Para melhor visualização, o brilho foi aumentado 60% nas imagens A e E e 35% em B 

e F. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; n=7, exceto pelo painel G, que 

representa um n=5. ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Bonferroni; *p < 0,05 comparados com 

o grupo Naïve. 
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6.1.5. Expressão das NOS no PVAT durante o curso da sepse 

Avaliamos, também, a expressão das NO sintases no PVAT de ambos os vasos 

estudados. De maneira interessante, encontramos um aumento da NOS-1 tanto na aorta quanto 

na artéria mesentérica superior de animais sépticos nos dois tempos avaliados (Figura 12A-B e 

G-H). Também observamos um aumento transitório da expressão da NOS-3 na aorta (Figura 

12E-F), o que não foi visto na mesentérica superior (Figura 12K-L). Não houve alteração 

significativa da expressão da isoforma induzida (Figura 12C-D e I-J).  
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Figura 12. Expressão das NO sintases no PVAT de aorta torácica e artéria mesentérica superior 

durante a sepse. 

 

Imagens representativas e quantificação da intensidade relativa de fluorescência do PVAT da aorta 

(painéis A – F) e artéria mesentérica superior (painéis G – L). Os cortes incubados apenas com anticorpo 

secundário (Controle) foram usados como controle da autofluorescência. As imagens foram obtidas com 

aumento de 20x, em microscópio confocal. A barra branca no canto inferior direito corresponde a 100 

μm. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; n=5. ANOVA de uma via seguida 

pelo pós-teste de Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo Naïve. 

 

6.1.6. S-nitrosilação de proteínas no PVAT durante o curso da sepse 

Como já mencionado na Introdução, uma das ações do NO é sobre a S-nitrosilação de 

proteínas. Avaliamos, então, utilizando a técnica de biotin switch, se o PVAT da aorta e 

mesentérica superior estariam mais nitrosilados durante a sepse. A Figura 13 mostra que há 

maior nitrosilação de proteínas no PVAT da aorta quando comparado ao grupo naïve (Figura 
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13A e C). Nenhuma diferença significativa foi encontrada na nitrosilação do PVAT da 

mesentérica (Figura 13B e D). 

 

Figura 13. S-nitrosilação de proteínas no PVAT de aorta e artéria mesentérica superior durante 

a sepse. 

 

Imagens representativas e quantificação da intensidade relativa de fluorescência do PVAT de aorta (A 

e C) e artéria mesentérica superior (B e D). Como controle da detecção da S-nitrosilação, um grupo foi 

incubado sem a presença do ascorbato (Asc-). Aumento de 20x. A barra branca no canto inferior direito 

é equivalente a 100 μm. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; n = 5. ANOVA 

de uma via seguida do pós-teste de Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo naïve. 

 

6.1.7. Envolvimento da produção de NO no efeito anticontrátil do PVAT da aorta 

durante o choque séptico 

Levando em consideração o aumento na produção de NO, o aumento da expressão de 

NOS-1 e NOS-3, além do aumento da nitrosilação de proteínas no PVAT da aorta, avaliamos a 

contração deste vaso após incubação prévia do PVAT com inibidor não seletivo da produção 

de NO, o L-NAME (200 μM), ou com inibidor da GCs, enzima alvo da ação do NO (ODQ, 10 

μM). 

Na aorta, a inibição da via do NO, seja na sua síntese (Figura 14A) ou na sua via de ação 

(Figura 14B), foi capaz de reverter por completo o efeito anticontrátil aumentado do PVAT 
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proveniente de vasos CLP. Por outro lado, na artéria mesentérica superior, onde não 

encontramos aumento da produção de NO nem da nitrosilação de proteínas no PVAT durante 

a sepse, inibir a via do NO no PVAT não causou mudança significativa em sua ação anticontrátil 

aumentada (Figura 14C e D). Os valores de -log CE50 e resposta máxima estão mostrados na 

Tabela 3. 

 

Figura 14. Inibição da via do NO no efeito anticontrátil do PVAT removido de animais sépticos 

 

O PVAT foi removido de aortas (painéis A e B) e artérias mesentéricas superiores (C e D) de animais 

saudáveis ou sépticos e incubados com L-NAME (200 μM; painéis A e C) ou com ODQ (10 μM; painéis 

B e D) por 30 minutos, lavados e adicionados às cubas contendo os vasos de animais saudáveis. Após 

20 minutos, e ainda na presença do PVAT na cuba, foram feitas as curvas concentração-resposta para a 

noradrenalina. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; n = 8. ANOVA de duas 

vias, *p < 0,05. 
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Tabela 3. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em aorta torácica e artéria mesentérica superior de animais saudáveis na presença 

de PVAT de animais saudáveis ou sépticos na ausência ou na presença de inibidores da via do NO.  

Aorta 

Inibidor 
PVAT Naïve PVAT CLP 

-log CE50 Rmax -log CE50 Rmax 

L-NAME (200 µM) 6.8 ± 0.02 2.2 ± 0.01 6.7 ± 0.02* 2.2 ± 0.01 

ODQ (10 µM) 6.4 ± 0.04 1.4 ± 0.02 6.5 ± 0.04 1.4 ± 0.01 

Artéria mesentérica superior 

Inibidor 
PVAT Naïve PVAT CLP 

-log CE50 Rmax -log CE50 Rmax 

L-NAME (200µM) 5.6 ± 0.04 1.2 ± 0.02 5.4 ± 0.03* 0.60 ± 0.01# 

ODQ (10 µM) 5.3 ± 0.04 1.1 ± 0.02 5.1 ± 0.04* 0.80 ± 0.02# 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log 

CE50 PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-) . 

 

6.1.8. Envolvimento dos receptores β3-adrenérgicos no efeito anticontrátil do 

PVAT durante o desenvolvimento do quadro séptico 

Tendo em vista i) que o PVAT apresenta um sistema adrenérgico completo, 

expressando, principalmente, receptores β3-adrenérgicos e ii) que durante a sepse há uma 

ativação excessiva e sistêmica do sistema adrenérgico, avaliamos a expressão dos receptores 

β3-adrenérgicos durante a progressão da sepse.   

Encontramos um aumento da expressão de receptores β3-adrenérgicos no PVAT da 

aorta nos tempos de 12 h e 24 h após a indução da sepse (Figura 15A e C). Nenhuma alteração 

na expressão destes receptores foi vista no PVAT da artéria mesentérica superior (Figura 15B 

e D). 
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Figura 15. Imunofluorescência dos receptores β3-adrenérgicos no PVAT de aorta e artéria 

mesentérica superior durante a sepse. 

 

PVAT de aorta (grupo A) e artéria mesentérica superior (grupo B). Os Painéis C e D mostram a análise 

quantitativa da intensidade da fluorescência para o PVAT da aorta e artéria mesentérica superior, 

respectivamente (unidades arbitrárias).  As imagens foram adquiridas em microscópio confocal com 

aumento de 63 vezes; a barra branca na imagem inferior direita corresponde à 50 µm. Dados estão 

expressos como média ± erro padrão da média; n = 5. ANOVA de uma via seguida do pós-teste de 

Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo Naïve. 
 

 Já que os receptores β3-adrenérgicos aparecem regulados positivamente durante a 

progressão da sepse, avaliamos se sua ativação estaria envolvida no aumento da ação 

anticontrátil do PVAT no choque séptico. 

 O antagonismo de receptores β3-adrenérgicos no PVAT, pelo antagonista seletivo 

748,333 (10 μM), reverteu o efeito anticontrátil de vasos incubados com PVAT CLP quando 

comparados com PVAT naïve (Figura 16 e Tabela 4).    
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Figura 16. Efeito do antagonista do receptor β-3 adrenérgico sobre o PVAT de animais 

saudáveis e sépticos na contração de aorta de animais saudáveis. 

 

O PVAT foi removido de aortas de animais saudáveis ou sépticos e incubados com L 748,333 (10 μM) 

por 30 minutos, lavados e adicionados às cubas contendo os vasos de animais saudáveis. Após 20 

minutos, e ainda na presença do PVAT na cuba, foram feitas as curvas concentração-resposta para a 

noradrenalina. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; n = 8. ANOVA de duas 

vias, *p < 0,05. 
 

Tabela 4. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em aorta torácica e artéria mesentérica superior de animais saudáveis na presença 

de PVAT de animais saudáveis ou sépticos na presença de antagonista de receptores β3-

adrenérgicos. 

Aorta torácica 

Inibidor 
PVAT Naïve PVAT CLP 

-log CE50 Rmax -log CE50 Rmax 

L748,337 (10 µM) 7.3 ± 0.04 1.5 ± 0.01 7.3 ± 0.04 1.4 ± 0.01 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log 

CE50 PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-). 

 

6.1.9. Envolvimento da produção de ROS no efeito anticontrátil do PVAT da 

artéria mesentérica superior durante o choque séptico 

Os resultados encontrados até então apontaram para uma diferença nos mecanismos pelos 

quais o PVAT exerce sua ação sobre aorta e artéria mesentérica superior na sepse. Na aorta, a 

via do NO parece ser importante, já na mesentérica superior, esta via não parece ser muito 

relevante.  

Investigamos se a ação anticontrátil do PVAT da mesentérica superior poderia estar sendo 

mediada pela produção de ROS. Para isso, incubamos o PVAT de animais naïve ou CLP com 

inibidor da NADPH oxidase (apocinina, 1 mM) ou com scavenger de ROS (tempol, 10 μM). 

Apesar da inibição da enzima produtora de ROS não alterar a diferença entre a contração de 

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

ao -log CE50 e resposta máxima podem ser encontrados na Tabela 5. 

 

Figura 17. Efeito da apocinina e tempol sobre o PVAT de animais saudáveis e sépticos na 

contração de artéria mesentérica superior de animais saudáveis. 

 

O PVAT foi removido de artérias mesentéricas superiores de animais saudáveis ou sépticos e incubados 

com apocinina (1 mM; painel A) ou tempol (10 μM; painel B) por 30 minutos, lavados e adicionados às 

cubas contendo os vasos de animais saudáveis. Após 20 minutos, e ainda na presença do PVAT na cuba, 

foram feitas as curvas concentração-resposta para a noradrenalina. Os dados são expressos como média 

± erro padrão da média; n = 8. ANOVA de duas vias, *p < 0,05. 
 

Tabela 5. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em aorta torácica e artéria mesentérica superior de animais saudáveis na presença 

de PVAT de animais saudáveis ou sépticos na presença de compostos que interferem via de ROS. 

Artéria mesentérica superior 

Inibidor 
PVAT Naïve PVAT CLP 

-log CE50 Rmax -log CE50 Rmax 

Apocinina (1 mM) 5.4 ± 0.06 0.83 ± 0.02 5.7 ± 0.05 0.60 ± 0.01# 

Tempol (300 µM)  5.7 ± 0.07 0.6 ± 0.02 6.0 ± 0.07* 0.75 ± 0.02# 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log 

CE50 PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-) . 

 

6.2. PARTE II 

Nesta sessão serão apresentados os resultados encontrados durante o período de 

Doutorado Sanduíche no Exterior da CAPES (PDSE), desenvolvido entre o período de 

setembro de 2018 a fevereiro de 2019 na University of Manchester sob a orientação do 

Professor Doutor Anthony Heagerty. 

Nessa etapa do projeto, investigamos a influência do PVAT em microvasos. Para tal, 

utilizamos como ferramenta experimental a incubação dos vasos PVAT+ e PVAT- ou do PVAT 

isolado com lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) na cuba de órgão isolado. Como os vasos de 



62 
 

resistência são os principais elementos mantenedores da resistência vascular periférica 

(revisado por Johnson, 2008), o objetivo nessa etapa do trabalho foi avaliar se a presença do 

PVAT, após a incubação com LPS, causaria o mesmo efeito danoso visto nos vasos de maior 

calibre durante a sepse.     

Inicialmente, incubamos artérias mesentéricas de segunda ordem (com menos de 200 

μm de diâmetro) PVAT+ e PVAT- com LPS (15 μg/mL) por 4 horas e avaliamos a contração 

para a noradrenalina. Observamos que 1) a ação anticontrátil do PVAT encontra-se presente 

também nos vasos de resistência (Figura 18, símbolos fechados); 2) que a incubação com LPS, 

mesmo que ex vitro e por tempo relativamente curto, induz hiporreatividade nestes vasos e 3) 

que a ação do PVAT se mantém ativa nos vasos “endotoxêmicos” (Figura 18, símbolos abertos). 

 

Figura 18. Efeito do PVAT na contração para a noradrenalina de vasos saudáveis ou 

incubados com lipopolissacarídeo. 
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Artérias mesentéricas de segunda ordem (sem endotélio) foram coletadas tendo o seu PVAT mantido 

intacto (PVAT+) ou removido (PVAT-). As linhas tracejadas representam os vasos que foram incubados 

com LPS (15 μg/mL) por 4h antes da realização da curva com noradrenalina. Os vasos tiveram o 

endotélio removido. Os dados são expresssos como média ± erro padrão da média; n = 8. ANOVA de 

duas vias, *p < 0,05 PVAT+ vs. PVAT –; #p < 0,05 PVAT+ (LPS 4 h) vs. PVAT – (LPS 24 h). 
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Tabela 6. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em artéria mesentérica de segunda ordem PVAT+ e PVAT- incubados com veículo 

ou LPS. 

Artéria mesentérica de segunda ordem 

 Rmax (g) −log EC50 

- 

PVAT(-) 160,3 ± 3 6,1 ± 0,04 

PVAT(+) 149,2 ± 3,3# 5,5 ± 0,04* 

LPS (15mg/mL) 

PVAT(-) 140,6 ± 2,1 5,7 ± 0,03 

PVAT(+) 143,5 ± 4,6 5,1 ± 0,04* 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=8. Teste t de Student, p < 0,05: * -log 

CE50 PVAT(+) vs. PVAT(-); # Rmax PVAT(+) vs. PVAT(-). 

 

Em seguida, avaliamos se a incubação apenas do PVAT com LPS (15 μg/mL) por 4 

horas seria capaz de causar alguma alteração na contração destes vasos. Como podemos 

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

comparada a dos vasos PVAT veículo.  

 

Figura 19. Efeito do PVAT na contração para a noradrenalina de vasos saudáveis após a 

incubação do PVAT com lipopolissacarídeo. 
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Artérias mesentéricas de segunda ordem (sem endotélio) foram coletadas tendo o seu PVAT removido. 

As linhas tracejadas representam os vasos saudáveis que tiveram o PVAT incubado com solução 

nutritiva ou com LPS (15 μg/mL) por 4 h. Após a incubação, o PVAT foi lavado 3x, adicionado à cuba 

20 min antes e mantidos durante a realização da curva de contração para a noradrenalina. Os vasos 

tiveram o endotélio removido. Os dados são expresssos como média ± erro padrão da média; n = 8. 

ANOVA de duas vias, * p < 0,05 PVAT veículo vs. PVAT LPS. 
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Tabela 7. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em artéria mesentérica de segunda ordem de animais saudáveis na presença de 

PVAT incubado com veículo ou com LPS. 

Artéria mesentérica superior  
-log CE50 Rmax 

PVAT - 6.1 ± 0.1 160.3 ± 8.4 

PVAT veículo 5.9 ± 0.09 160.8 ± 7.9 

PVAT LPS 4h 5.6 ± 0.08*# 146.9 ± 7.5*# 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=9. Anova de uma via, seguida de pós 

hoc de Bonferroni; p < 0,05: * -log CE50 PVAT LPS 4h vs. PVAT-; # PVAT LPS 4h vs. PVAT veículo. 

 

Levando em consideração que há perda do efeito anticontrátil do PVAT em alguns 

modelos de obesidade (Ketonen et al., 2010), incubamos o PVAT de camundongos obesos com 

LPS (15 μg/mL). Avaliamos, então, se o LPS seria capaz de reduzir a contração destes vasos 

da mesma maneira que vimos nos vasos de animais saudáveis. A Figura 20 (e Tabela 8) nos 

mostra que o LPS não foi capaz de alterar a contração dos vasos de camundongos obesos nestas 

condições. 

 

Figura 20. Efeito do PVAT na contração para a noradrenalina de vasos de camundongos obesos 

após a incubação do PVAT com lipopolissacarídeo. 

  

Artérias mesentéricas de segunda ordem (sem endotélio) foram coletadas de animais obesos tendo o seu 

PVAT removido. O PVAT foi incubado com solução nutritiva ou com LPS (15 μg/mL) por 4 h. Após a 

incubação, o PVAT foi lavado 3x, adicionado à cuba 20 min antes e mantidos durante a realização da 

curva de contração para a noradrenalina. Os vasos tiveram o endotélio removido. As linhas tracejadas 

indicam os animais controle (saudáveis). Os dados são expressos como média ± erro padrão da média; 

n = 6; ANOVA de duas vias; * p < 0,05 PVAT saudável vs. PVAT saudável com LPS. 
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Tabela 8. Valores de potência (-log CE50) e resposta máxima (Rmax) da contração induzida pela 

noradrenalina em artéria mesentérica de segunda ordem de animais obesos na presença de PVAT 

incubado com veículo ou com LPS. 

Artéria mesentérica superior  
-log CE50 Rmax 

PVAT obeso veículo 5.9 ± 0.08 136,7 ± 5.9 

PVAT obeso LPS 4h 5.8 ± 0.1 145,6 ± 9.3 

Os dados são expressos como a média ± erro padrão da média; n=7. Teste t de Student, p < 0,05. 
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7. DISCUSSÃO 

A sepse é uma condição complexa. Trata-se de um processo inflamatório sistêmico 

gerado por uma infecção, que promove alterações em níveis teciduais, celulares e moleculares 

em diferentes sistemas do organismo. Assim, o entendimento de sua fisiopatologia e a 

translação de dados de estudos com animais para a clínica se mostram complicados (revisado 

por Gotts e Matthay, 2016). O modelo experimental de ligadura e perfuração do ceco foi 

escolhido neste trabalho por ser considerado o modelo que melhor representa na pesquisa básica 

as alterações que ocorrem na sepse clínica (Rittirsch et al., 2009). Por ser um modelo invasivo, 

os animais submetidos ao CLP apresentam sinais de desconforto e dor, entre eles piloereção, 

baixa mobilidade, cifose vertebral e dispneia (Sotocinal et al., 2011). Visando minimizar a dor, 

os animais foram tratados com tramadol, um analgésico opióide, derivado sintético da codeína, 

que atua no sistema nervoso central inibindo a transmissão da dor pela inibição da recaptação 

neuronal de noradrenalina e aumento da liberação de serotonina (Minami et al., 2015); este 

analgésico não apresenta efeitos imunossupressores (Sacerdote, 2006; Hugunin et al., 2010). 

Apesar de ser amplamente utilizado, o modelo de CLP apresenta uma grande variabilidade, 

sendo importante a sua padronização para que não haja heterogeneidade na intensidade da 

infecção gerada. Para tal, analisamos a mortalidade de um grupo de animais por 96 h (4 dias) 

e, assim, padronizamos a sobrevivência dos animais em 50% 48 horas após a indução da sepse. 

Ao final das 96 h, a sobrevivência não passou dos 20%. 

A fim de definir o melhor controle experimental, avaliamos a concentração dos 

metabólitos de NO (NOx) no plasma de animais naïve, Sham e sépticos. Esta relação entre o 

aumento dos metabólitos de NO no plasma e a sepse/choque séptico já foi demonstrada, 

inclusive na clínica (Mitaka et al., 2003). Em nossa análise, não encontramos diferença nos 

níveis de NOx do plasma de animais falso-operados quando comparados ao plasma de animais 

saudáveis. Já nos animais sépticos, como esperado, este índice estava significativamente 

aumentado. Ainda, com o mesmo propósito de selecionar o controle experimental, realizamos 

curvas concentração-resposta para a noradrenalina em vasos de animais naïve e Sham PVAT+ 

ou PVAT-. Também não encontramos diferenças no perfil contrátil entre os grupos. 

Considerando estes resultados, optamos por seguir o trabalho utilizando animais naïve como 

controle experimental, já que estes animais não passam por protocolo cirúrgico, minimizando 

assim o sofrimento animal. É importante destacar que, sempre que possível, aorta e mesentérica 

superior e seus respectivos PVAT foram coletados do mesmo animal para a redução do número 

de animais utilizados no desenvolvimento deste trabalho.   
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Depois da descoberta de Soltis e Cassis (1991), que mostrou que o PVAT apresenta ação 

parácrina sobre a aorta de animais experimentais, outros estudos foram desenvolvidos para 

explorar essa ação em diferentes vasos (Lu et al., 2011; Restini et al., 2018), em outros animais 

(Payne et al., 2010; Owen et al., 2013) e até mesmo em humanos (Payne et al., 2012; Wang et 

al., 2018), a fim de confirmar a ação anticontrátil deste tecido em situação fisiológica e, 

também, investigar suas possíveis alterações em doenças cardiovasculares. Na fisiopatologia 

da hipertensão, por exemplo, já foi relatado que a ação anticontrátil do PVAT se encontra 

atenuada, o que pode ser explicado por mudanças morfológicas e no perfil de liberação de 

adipocinas pelo tecido (Gálvez et al., 2006). Em animais SHR os níveis de leptina estão mais 

baixos, com consequente diminuição na produção de NO, provavelmente por uma menor 

ativação de NOS-3 (Gálvez-Prieto et al., 2012). Já se observou que em animais hipertensos, há 

redução da produção de Ang (1-7) e, por outro lado, um aumento de Ang II (Lee et al., 2011; 

Lu et al., 2011). Na aterosclerose, estudo utilizando coronárias e aortas (principais vasos a 

desenvolver placas ateroscleróticas) obtidas em autópsia, mostrou uma correlação positiva entre 

a produção de adipocinas pró-inflamatórias no PVAT e a aterosclerose e, entre estas adipocinas, 

estão a visfatina e quimerina. O mesmo grupo também mostrou que há uma relação inversa 

entre aterosclerose e a produção de adiponectina, corroborando assim sobre a possível 

contribuição da gordura perivascular na manutenção da aterosclerose (Spiroglou et al., 2010). 

Estes achados obtidos através de material humano foram também vistos em estudos 

experimentais mais recentes, que detectaram um aumento de genes/proteínas associados ao 

dano oxidativo e à inflamação, como de interleucina-8 e MCP-1 no PVAT de animais 

submetidos à modelos de inflamação vascular (Manka et al., 2014; Quesada et al., 2018). 

Também, na obesidade, se sabe que o efeito anticontrátil do PVAT se encontra abolido ou 

significativamente reduzido em diferentes modelos da doença (Marchesi et al., 2009; Ketonen 

et al., 2010; Agabiti-Rosei et al., 2014). Neste caso, o eixo hipóxia-inflamação-estresse 

oxidativo favorece a produção de citocinas e adipocinas pró-inflamatórias, como leptina e TNF-

α e a redução de mediadores anti-inflamatórios, como adiponectina e IL-10, agravando a 

disfunção endotelial e resultando na perda ou atenuação da ação anticontrátil do PVAT (Xia & 

Li, 2017).  

Apesar da sepse apresentar importantes alterações vasculares, seu efeito global difere 

das demais doenças vasculares citadas acima, no sentido de haver maior produção de 

mediadores da vasodilatação, culminando não em hipertensão, mas, pelo contrário, em uma 

grave hipotensão (Matsuda e Hattori, 2007). Dessa maneira, as alterações do PVAT muito 
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provavelmente se mostram diferentes ou até opostas às que ocorrem em doenças como a 

hipertensão ou aterosclerose.  

No final de 2019, Awata e colegas mostraram que na sepse experimental o PVAT da 

aorta apresenta aumento de sua ação anticontrátil em resposta à fenilefrina, favorecendo a 

hiporreatividade vascular característica desta condição. Nossos experimentos confirmam tal 

achado. Em nossas condições experimentais, também encontramos um aumento da ação 

anticontrátil do PVAT sobre aorta torácica e, ainda, sobre a artéria mesentérica superior de 

animais sépticos. Avaliamos a contração destes vasos na fase tardia da sepse (24 horas após a 

sua indução), pois neste momento os animais se encontravam em choque séptico, ou seja, a 

hiporreatividade vascular estava instalada, o que pode ser visto claramente em nossos 

resultados, onde aorta e artéria mesentérica superior apresentam importante redução da resposta 

máxima ao agente vasoconstritor. Em nosso trabalho utilizamos a noradrenalina como agente 

vasoconstritor, pois este ainda é o fármaco de escolha no tratamento da hipotensão na sepse 

clínica (Scheeren et al., 2019). 

Os dois vasos alvos de estudo deste trabalho possuem diferentes tipos de tecido 

perivascular. Enquanto a aorta apresenta PVAT do tipo marrom, a mesentérica superior é 

formada pelo PVAT do tipo branco (Brown et al., 2014). Além disso, por apresentarem 

localização e calibre diferentes, os mecanismos de manutenção da contração não são 

exatamente os mesmos, visto que há diferenças na distribuição de receptores α e β adrenérgicos 

e de receptores de Ang II ao longo da rede arterial (Chen et al., 1995; Stassen et al., 1997; 

Chruscinski et al., 2010). Levando em consideração estas informações, confirmamos dados da 

literatura sobre a ação anticontrátil do PVAT na aorta torácica em situação fisiológica (Soltis e 

Cassis, 1991). Porém, não encontramos esta mesma ação sobre a artéria mesentérica superior 

de ratas saudáveis, o que se assemelha ao achado de Victorio e colegas (2016), que mostraram 

não haver grande influência do PVAT na contração de aorta abdominal. Assim como a 

mesentérica superior, a aorta abdominal apresenta PVAT do tipo branco e nesta porção do vaso, 

o grupo não encontrou diferença na contração para a fenilefrina entre os grupos PVAT+ e 

PVAT-. Por outro lado, como mencionado anteriormente, no choque séptico encontramos uma 

redução na contração vascular para a noradrenalina em ambos os vasos PVAT+, que pode ser 

confirmada pela diferença no ΔAUC, apontando para uma contribuição deste tecido também na 

mesentérica superior durante a sepse. 

Apesar da menor resposta contrátil apresentada pelos vasos sépticos PVAT+, sabemos 

que profundas alterações endoteliais bem como na musculatura lisa vascular são causadas pela 

sepse (Hollenberg e Cunnion, 1994; Matsuda e Hattori, 2007). Para garantirmos que a diferença 
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na contração seria, realmente, proveniente de alterações locais no PVAT dos animais sépticos, 

lançamos mão de um protocolo experimental “cruzado”, que utilizou unicamente vasos 

saudáveis no sistema de órgão isolado, mas os PVAT adicionados à cuba eram provenientes de 

animais saudáveis ou sépticos. Neste esquema experimental, encontramos uma redução 

significativa na contração dos vasos saudáveis que foram incubados com PVAT de animais 

sépticos quando comparada àqueles vasos receptores do PVAT naïve, corroborando com o 

resultado do experimento anterior e mostrando que há alteração na produção de mediadores que 

são provenientes do PVAT durante a sepse. Este protocolo “cruzado” foi escolhido para dar 

continuidade aos experimentos funcionais da Parte I deste trabalho. 

 Como já mencionado na Introdução, o PVAT tem importantes efeitos parácrinos, que 

ocorrem pela liberação de diversos mediadores, entre eles ROS e NO, agindo sobre o tônus 

vascular (Gao et al., 2006; Xia et al., 2016). A produção de NO e de ROS parece estar 

aumentada no PVAT da aorta durante a sepse experimental e este aumento pode estar envolvido 

na sua maior ação anticontrátil (Awata et al., 2019). Através de experimentos utilizando sondas 

fluorescentes, confirmamos o aumento de NO no PVAT da aorta durante a progressão da sepse, 

nos tempos de 12 h e 24 h após sua indução, enquanto a produção de ROS se mostrou transitória 

neste vaso. De maneira inesperada, a produção de NO pelo PVAT da mesentérica superior não 

aumentou nos tempos avaliados. Neste vaso, encontramos apenas aumento na produção de ROS 

na fase tardia da sepse.  

Uma possível explicação para o aumento de NO no PVAT da aorta seria o aumento da 

expressão/atividade das enzimas NO sintases e o seu desacoplamento poderia explicar o 

aumento de ROS na mesentérica, visto que esta artéria se encontra na região peritoneal, 

justamente onde é feita a indução cirúrgica da sepse e, portanto, em uma área de intensa 

inflamação local. Diante destas possibilidades e por meio de experimentos de 

imunofluorescência, avaliamos a expressão das 3 diferentes isoformas da NOS no PVAT de 

ambos os vasos. Houve aumento da isoforma neuronal, tanto no PVAT da aorta quanto da 

mesentérica superior e apenas um aumento transitório da NOS-3 no PVAT da aorta. De maneira 

muito interessante e inesperada, não vimos aumento significativo da NOS-2, a isoforma 

induzida da enzima, nos tempos avaliados em nenhum dos PVAT. Importante ressaltar que 

confirmamos a efetividade do anticorpo utilizado para a imunofluorescência da NOS-2 contra 

macrófagos peritoneais de camundongos. 

A expressão gênica das três isoformas das NO sintases já foi previamente analisada no 

PVAT (Xia et al., 2016). É sabido que pode haver variação da expressão proteica desta enzima 

dependendo da localização e, ainda, que ocorrem variações na sua atividade em situação 
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patológica, como na obesidade, onde há desacoplamento de NOS-3, com consequente redução 

da produção de NO (Victorio et al., 2016; Xia et al., 2016). Para avaliar se a atividade das NOS 

estaria aumentada no PVAT de aorta e mesentérica superior durante o choque séptico, 

incubamos o PVAT de animais saudáveis e sépticos com L-NAME (inibidor não seletivo das 

NOS). Após a incubação, adicionamos os PVAT às cubas de órgão isolado contendo vasos 

saudáveis e, então, procedemos a curva cumulativa para a noradrenalina. Na aorta, a inibição 

da NOS reverteu completamente o maior efeito anticontrátil causado pelo PVAT de animais 

sépticos. Mas, por outro lado, na mesentérica superior o PVAT séptico continuou induzindo 

uma contração significativamente menor do que o PVAT saudável. Este resultado apontou para 

diferenças nos mecanismos de ação entre PVAT de aorta e de artéria mesentérica superior na 

contração vascular durante a sepse.  

Somado a este resultado e a fim de comprovar o envolvimento da via do NO na aorta e 

o não envolvimento da mesma via na mesentérica superior, avaliamos a ação do NO sobre 

alguns dos seus principais alvos. O alvo clássico da ação do NO é a GCs, sua ativação induz a 

síntese de GMPc que, por sua vez, irá estimular a proteína quinase dependente de GMPc (PKG), 

dando início à uma cascata de sinalização através de fosforilação proteica (revisado por Cary 

et al., 2006). Na sepse, além do aumento da produção de NO, já foi demonstrado que há também 

aumento da expressão da GCs na aorta e sua inibição na fase tardia da sepse melhora a 

hiporreatividade vascular, reduzindo a mortalidade da sepse experimental (Fernandes et al., 

2009). Em experimentos de órgão isolado, mostramos que a inibição da GCs no PVAT de aorta 

também foi capaz de anular a diferença contrátil entre vasos receptores de PVAT séptico e 

PVAT saudável.  

Outro alvo conhecido da ação do NO se dá sobre proteínas, através da reação reversível 

com sulfidrilas (tióis) de resíduos de cisteínas, levando à formação de S-nitrosotióis (Hess et 

al., 2005). Dependendo do sítio de S-nitrosilação, pode haver alterações conformacionais e 

funcionais na proteína alvo, estando esta interação relacionada à diversos processos regulatórios 

(Anand e Stamler, 2012). Estudo prévio do nosso laboratório mostrou que há um aumento na 

S-nitrosilação de proteínas da aorta de animais sépticos e que proteínas importantes na 

manutenção do tônus vascular, como a BKCa de alta condutância, podem estar altamente 

nitrosiladas nesta condição (Benedet et al., 2018). A S-nitrosilação de proteínas aumenta o 

tempo de meia-vida do NO em minutos, horas ou até mesmo dias nos sistemas biológicos, 

funcionando como reservatório de NO (Stamler et al.,1992; Hess et al., 2005). Avaliamos, 

então, se a S-nitrosilação de proteínas no PVAT de aorta e artéria mesentérica superior poderia 

estar funcionando como reserva de NO durante a progressão da sepse. Nossos resultados 
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mostram que há aumento da S-nitrosilação no PVAT da aorta, porém, na mesentérica superior, 

assim como não houve influência da inibição de GCs, também não encontramos alteração no 

perfil de S-nitrosilação deste PVAT no curso da sepse.  

Porém, de onde vem o estímulo para o aumento da produção de NO visto no PVAT da 

aorta? Sabe-se que há inervação simpática no PVAT tanto de aorta quanto de artérias 

mesentéricas, mas, esta inervação é mais significativa no PVAT do tipo branco do que no PVAT 

marrom (Bullock e Dally, 2014; Ayala-Lopez et al., 2014). Por outro lado, a parte da inervação 

simpática, nos últimos anos tem sido mostrado que o PVAT apresenta um sistema próprio de 

produção e armazenamento de catecolaminas (Ayala-Lopez et al., 2015; Saxton et al., 2018; 

Ahmad et al., 2019). No PVAT, encontram-se expressos receptores α e β adrenérgicos, sendo 

o receptor do tipo β3 adrenérgico o mais abundante (β3> α2> α1) (Bullock e Dally, 2014). Sua 

ativação tem sido vista como fundamental para a ação anticontrátil do PVAT. Estudos prévios 

mostraram que a utilização de agonista β3 adrenérgico (CL-316243) é capaz de induzir 

vasodilatação independente de endotélio, mas dependente do PVAT em vasos de resistência e 

que o estímulo de receptores β3 adrenérgicos do PVAT induz a liberação de NO, provavelmente 

mediada pelo aumento da produção de adiponectina (Greenstein et al., 2009; Weston et al., 

2013; Saxton et al., 2018; Bussey et al., 2018). No sistema circulatório, receptores β3 

adrenérgicos também são encontrados no coração, onde, em oposição aos efeitos de aumento 

da força e frequência cardíacas apresentados pelos demais subtipos de receptores β (β1 e β2), 

sua ativação produz efeitos inotrópicos negativos. Sua ativação necessita de maiores 

concentrações de catecolaminas e sua ação é dependente de NO que, por sua vez, tem sua 

produção estimulada pelo aumento na expressão e atividade das isoformas constitutivas da NO 

sintase (Aragón et al., 2011). Nós avaliamos a expressão de receptores β3 adrenérgicos no 

PVAT de aorta e mesentérica superior de animais naïve e sépticos e pudemos confirmar a sua 

expressão em ambos os vasos. Mostramos um aumento na expressão de β3 durante a sepse, mas 

isso ocorreu apenas no PVAT da aorta, onde vimos também um aumento da produção de NO.  

Nos vasos de condutância, os receptores β3 adrenérgicos estão também expressos no 

endotélio (Rautureau et al., 2002). Para evitar a interferência dos receptores endoteliais, 

incubamos os PVAT isolados de animais saudáveis e sépticos com antagonista seletivo de 

receptor β3 adrenérgico (L 748,333) e seguimos com o experimento “cruzado”, utilizando 

apenas aortas de animais saudáveis. A inibição de receptores β3 adrenérgicos no PVAT reverteu 

a diferença entre PVAT saudável e séptico na contração da aorta, sugerindo um possível 

mecanismo para a ação anticontrátil do PVAT aórtico durante a sepse: no choque séptico há 

disfunção na modulação simpática do sistema circulatório, todavia são encontradas altas 
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concentrações de catecolaminas circulantes (Annane et al., 1993), esta alta concentração de 

catecolaminas estaria agindo sobre os receptores β3 adrenérgicos do PVAT da aorta ativando-

os. Sua ativação levaria ao aumento da expressão e atividade de NOS-1, culminando em 

aumento na produção de NO e agravamento da vasoplegia. 

Porém, é sabido que a disfunção simpática da sepse é influenciada pelo aumento da 

internalização de receptores adrenérgicos, causada justamente pela contínua alta concentração 

de catecolaminas circulantes (Dal Secco et al., 2010; Burgdorff et al., 2018). Dessa forma, os 

receptores β3 adrenérgicos não deveriam estar reduzidos e não mais expressos durante a sepse? 

Estudos utilizando diferentes tipos celulares, mostram que receptores β3 adrenérgicos são mais 

resistentes à dessensibilização do que os outros tipos de receptores adrenérgicos, isso porque 

este subtipo não apresenta importantes sítios estruturais importantes para a internalização 

apresentados pelos outros subtipos β (Nantel et al., 1993; Carpéné et al., 1993; Milano et al., 

2018). Esses dados sustentam nossos achados e a nossa hipótese de mecanismo anticontrátil do 

PVAT sobre a aorta durante a sepse experimental. 

Na artéria mesentérica superior, o mecanismo parece ser outro. Apesar de não haver 

aumento na produção de NO no PVAT deste vaso, encontramos aumento da produção de ROS.  

Contudo, a inibição da NO sintase no PVAT não reduziu o efeito anticontrátil na mesentérica 

durante a sepse, indicando que o desacoplamento enzimático de NOS não deve ser a fonte de 

sua produção. Gao e colaboradores (2006) mostraram que há NADPH oxidase expressa e 

funcional no PVAT de artéria mesentérica e a formação de O2
•- pela NADPH oxidase do PVAT 

apresenta ação contrátil sobre este vaso em condição fisiológica (Gao et al., 2006). Porém, após 

produzido, o O2
•- pode ser prontamente convertido por enzimas superóxido dismutases (SOD) 

à O2 e H2O2, o último com conhecida ação vasodilatadora (revisado por Liochev e Fridovich, 

2007). Além disso, sabe-se que a isoforma 4 da NAPH oxidase (NOX4) produz 

majoritariamente H2O2 e está expressa em adipócitos (Ray et al., 2011). E, ainda, que a 

interação entre a alta produção de NO e O2
•- leva a formação de ONOO-, uma ROS 

extremamente reativa e que também apresenta ação vasodilatadora (Ronson et al., 1999). 

Considerando todas estas informações sobre a produção de ROS pela NADPH oxidase, 

avaliamos se a sua inibição no PVAT poderia ter influência sobre a contração da artéria 

mesentérica superior na sepse. Porém, não encontramos nenhuma alteração no perfil de 

contração após a inibição desta enzima no PVAT.  

Até esta fase do trabalho pudemos saber que o aumento de ROS não parece ser 

proveniente do desacoplamento de NO sintase, nem de NADPH oxidase. Utilizamos então, 

também em experimento de órgão isolado, um scavenger de ROS, para confirmarmos se o 
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aumento da produção local, mostrada pela sonda fluorescente, teria realmente influência 

funcional. O uso de tempol como scavenger nos confirmou a importância das ROS do PVAT 

para a vasoplegia da mesentérica superior na sepse, uma vez que a retirada de ROS não só 

reverteu a ação anticontrátil do PVAT séptico, como também apresentou uma contração maior 

do que a do vaso contendo PVAT saudável.  

A redução da entrega de oxigênio, devido à baixa perfusão tecidual, somada aos 

excessivos níveis de substâncias inflamatórias formados durante a sepse, levam a importante 

disfunção mitocondrial. As alterações mitocondriais incluem a redução da produção de ATP e 

o aumento da produção de ROS pela cadeia respiratória, aumentando a liberação de ROS para 

o citoplasma da célula (Singer, 2014). A mitocôndria é vista como uma das principais fontes de 

ROS na sepse, e sua disfunção está associada ao mau prognóstico da doença (Galley, 2011; 

Zhang et al., 2018). Assim, embora ainda não confirmado, há grande possibilidade de que o 

aumento de ROS no PVAT durante a sepse seja proveniente da mitocôndria disfuncional.  

A próxima etapa do trabalho consistiu na Parte II, onde iniciamos a avaliação do efeito 

do PVAT em artérias de resistência. Aqui, utilizamos vasos de camundongos incubados com 

LPS. O LPS é utilizado como modelo experimental para o estudo das alterações vasculares da 

sepse, pois a injeção deste produto bacteriano causa endotoxemia, condição que apresenta 

alterações cardiovasculares parecidas com aquelas da sepse, sendo útil para o estudo de 

mecanismos e vias relacionadas ao desenvolvimento desta condição (Lewis et al., 2016). Outra 

diferença desta parte do trabalho foi a utilização dos vasos sem o endotélio. Nas etapas 

anteriores utilizamos vasos com o endotélio intacto, porém, avaliamos agora a possibilidade de 

uma “conversa” direta entre PVAT e músculo liso vascular. A ação vasodilatadora promovida 

pelo PVAT e independente de endotélio já foi demonstrada em vasos de resistência na condição 

fisiológica e em doenças do sistema cardiovascular (Verlohren et al., 2004; Gao et al., 2007; 

Aghamohammadzadeh et al., 2015). Confirmamos os dados da literatura que mostram que há 

diferença na resposta contrátil de vasos de resistência saudáveis PVAT+ e PVAT-, já que nosso 

resultado mostra uma redução significativa na contração de vasos que tiveram o PVAT mantido. 

A incubação de vasos (contendo ou não PVAT) com LPS durante poucas horas (4 h) já é capaz 

de causar a redução da resposta máxima para a noradrenalina e, além disso, notamos que a 

redução da resposta contrátil dos vasos PVAT+ em relação aos PVAT- foi mantida nesta 

condição.  

Da mesma maneira que na Parte I do trabalho, isolamos o PVAT para incubação (neste 

caso com LPS), para depois o acrescentarmos ao banho de órgãos, garantindo que as possíveis 

alterações seriam provenientes de algum fator proveniente do PVAT. Utilizando esta estratégia, 
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também encontramos uma redução na resposta dos vasos que receberam o PVAT incubado com 

LPS. 

Levando em consideração nossos achados sobre a expressão e atividade das enzimas 

NOS no PVAT durante a sepse, este aumento da ação anticontrátil com a incubação do PVAT 

com LPS, pode estar relacionada com um aumento da expressão e/ou atividade das isoformas 

constitutivas, principalmente da NOS-1. Ao encontro desta hipótese vem a informação sobre a 

importância do NO proveniente do PVAT em vasos de resistência, já bem descrita na literatura 

(Weston et al., 2013; Aghamohammadzadeh et al., 2015). Além disso, trabalho anterior do 

laboratório mostra que há aumento da atividade de NOS-1 logo após a injeção de LPS em ratos 

e que esta isoforma age como um gatilho para a resposta inflamatória sistêmica, sendo 

importante para a indução posterior da isoforma induzida (Duma et al., 2011). Outros possíveis 

mediadores para esta ação seriam o H2O2 e o H2S, conhecidos por suas ações independentes do 

endotélio e PVAT-dependente sobre a vasodilatação (Gao et al., 2007; Fang et al., 2009).  

A presença de comorbidades, como doença renal crônica e diabetes, contribuem para o 

desenvolvimento e para o mau prognóstico da sepse (Hotchkiss et al., 2016). No entanto, uma 

comorbidade se apresenta como paradoxal no que diz respeito ao prognóstico desta condição. 

O termo “paradoxo da obesidade” tem sido usado para descrever o fenômeno de proteção na 

mortalidade de pacientes obesos com sepse quando comparados com pacientes magros (Yeung 

e Eikermann, 2017). Esta proteção relacionada à obesidade ainda é bastante discutida, sendo 

tomada por alguns autores como ambígua, já que alguns estudos utilizando animais de 

experimentação trazem resultados que refutam este paradoxo (revisado por Mittwede et al., 

2016). Porém, um grande estudo coorte publicado em 2019, considerando 55.038 pacientes 

sépticos adultos, confirma que há um menor índice de mortalidade de pacientes com sobrepeso 

e obesos por sepse, do que daqueles pacientes com índice de peso normal (Pepper et al., 2019). 

O aumento de leptina plasmática e o fenótipo da obesidade (considerando o efeito protetor do 

BAT) são indicados como possíveis mediadores, porém ainda não se sabe qual é o mecanismo 

que proporciona tal efeito protetor (Crouser et al., 2019). 

 Sabe-se que o efeito anticontrátil do PVAT se encontra completamente abolido em 

modelos de obesidade induzida por HFD (do inglês high fat diet) e modelo genético New 

Zealand (NZO), e significativamente reduzido em modelo genético ob/ob (Marchesi et al., 

2010; Ketonen et al., 2010; Agabiti-Rosei et al., 2014). Algumas alterações locais ajudam a 

explicar essa mudança na ação do PVAT sobre a contração vascular na obesidade. O tamanho 

e a massa dos adipócitos aumentados, além da redução na densidade e formação de capilares, 

proporcionam a formação de um ambiente hipóxico (Marchesi et al., 2010). A hipóxia, por sua 
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vez, favorece a produção e liberação de citocinas, quimiocinas (MIP-1α e MCP-1) e leptina, 

induzindo a infiltração de células imunes, como linfócitos do tipo T e de macrófagos no PVAT 

(Greenstein et al., 2009, Chatterjee et al., 2009). Os macrófagos apresentam importante 

influência na disfunção do PVAT, pois induzem a atividade de NADPH oxidase, resultando em 

um aumento na produção de ânion superóxido (Ketonen et al., 2010; DeVallance et al., 2018). 

Também, o PVAT de animais tratados com HFD apresenta desacoplamento da NOS-3 e 

diminuição na disponibilidade de arginina (Gil-Ortega et al., 2014; Xia et al., 2016). Outra 

enzima antioxidante que apresenta sua expressão reduzida nesta condição é a cistationina-γ-

ligase (CSE), atenuando os níveis de H2S (revisado por Beltowski, 2013). Este trio, hipóxia-

inflamação-estresse oxidativo favorece a produção de citocinas e adipocinas pró-inflamatórias, 

como leptina, TNF-α e IL-6 e a regulação negativa de mediadores anti-inflamatórios, como 

adiponectina e IL-10, agravando a disfunção endotelial e resultando na perda ou atenuação da 

ação anticontrátil do PVAT na obesidade.  

 Avaliamos se a incubação do PVAT de animais obesos com LPS apresentaria a mesma 

resposta anticontrátil aumentada que observamos nos vasos de animais saudáveis. Reforçando 

os dados da literatura, não encontramos nenhuma diferença na contração de vasos de animais 

obesos PVAT + LPS quando comparados com PVAT incubado com veículo apenas. 

Os resultados referentes a Parte II do trabalho, embora ainda muito preliminares, nos 

apontam novas possibilidades de investigação dos mecanismos que relacionam o PVAT e a 

contração de vasos de resistência durante a sepse e também consideram uma possível relação 

entre PVAT, disfunção vascular da sepse e obesidade.  

 

8. CONCLUSÃO 

O PVAT contribui para o efeito anticontrátil da aorta, de artéria mesentérica superior e, 

muito provavelmente, de artérias de resistência durante sepse. O mecanismo do efeito 

anticontrátil parece ser diferente dependendo da localização e do tipo de PVAT. Na aorta 

torácica, o NO proveniente do PVAT é produzido pelas NOS constitutivas, provavelmente 

mediada pela ativação de receptores β3 adrenérgicos e envolve a GCs e as vias de S-nitrosilação 

para seu efeito anticontrátil. Por outro lado, na artéria mesentérica superior, o efeito anticontrátil 

do PVAT parece depender principalmente da produção de ROS. Já na artéria mesentérica de 

segunda ordem, são necessárias mais informações sobre o mecanismo. No geral, 

independentemente dos mecanismos envolvidos, nossos resultados implicam o PVAT como 

um tecido ativo na disfunção da sepse experimental. 
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