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RESUMO 

 

A disfunção endotelial e o desequilíbrio redox constituem importantes mecanismos 
associados ao desencadeamento da aterosclerose. O aumento da produção de ânion 
superóxido, em conjunto com alterações na atividade das isoformas endotelial (eNOS) e 
neuronal (nNOS) da sintase de óxido nítrico (NO) contribuem para a disfunção endotelial, 
por reduzir a produção e a biodisponibilidade de NO e H2O2. Trabalhos sugerem que o 
exercício físico aeróbio (Ex) pode reduzir o ateroma e o estresse oxidativo nas fases 
avançadas da aterosclerose. Porém, os efeitos do Ex na produção e atividade 
vasodilatadora do NO e H2O2 na disfunção endotelial que precede a formação do ateroma 
não está esclarecido. Camundongos knockout para o receptor de LDL (LDLr-/-) constituem 
um modelo para estudo da hipercolesterolemia familiar (HF) com elevação das 
concentrações plasmáticas de LDL; porém o desenvolvimento acelerado da lesão 
aterosclerótica na aorta depende da exposição a outros fatores aterogênicos. O objetivo do 
presente estudo foi investigar o efeito do Ex sobre a disfunção endotelial que ocorre nas 
fases iniciais da doença aterosclerótica na aorta de camundongos LDLr-/- focando no papel 
do NO, H2O2 e ânion superóxido. Camundongos C57BL/6J (WT) e LDLr-/- (12 semanas) 
alimentados com dieta padrão foram divididos em sedentários (S) ou exercitados (Ex; 
treinamento em esteira rolante 1h/5x por semana) por 4 semanas. Após este período, o soro 
foi obtido e a aorta torácica coletada. Houve aumento do colesterol total e de triglicérides em 
LDLr-/-S comparado ao WT-S, o que não foi modificado pelo treinamento. Observou-se 
redução do relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina na aorta de LDLr-

/-S, sem diferenças na vasodilatação induzida pelo doador de NO nitroprussiato de sódio ou 
por H2O2. O treinamento não modificou o relaxamento da acetilcolina em WT-Ex, mas 
normalizou esta resposta em LDLr-/-Ex. A inibição não específica das NOS (L-NAME), e em 
menor magnitude a inibição da nNOS (7-NI) e a catalase reduziram o relaxamento à 
acetilcolina em todos os grupos, abolindo as diferenças entre eles. A expressão da 
(Ser1177)p-eNOS e da nNOS, assim como a produção de NO e H2O2 foram reduzidas em 
aorta de LDLr-/-S e normalizados em LDL-/-Ex. A inibição da atividade da NADPH oxidase 
com apocinina aumentou o relaxamento à acetilcolina em LDLr-/-S, mas não em LDLr-/-Ex, 
sugerindo menor papel da NADPH oxidase após o treinamento. De acordo, a expressão da 
subunidade Nox2 da NADPH oxidase e a produção de ânion superóxido foram reduzidas em 
aorta de LDLr-/-Ex em comparação ao grupo LDLr-/-S. Houve menor expressão aórtica das 
isoformas da superóxido dismutase em LDLr-/-S, efeito parcialmente restaurado em LDLr-/-

Ex. Não foram encontrados depósitos de gordura na aorta torácica dos animais estudados, 
confirmando o estágio inicial da doença aterosclerótica em LDLr-/-. Em conclusão, os dados 
sugerem o treinamento físico aeróbio como uma potencial terapia na prevenção da 
disfunção endotelial e do desequilíbrio redox que precede o desenvolvimento do ateroma na 
hipercolesterolemia, por promover aumento da produção e biodisponibilidade de NO e de 
H2O2. 

 

Palavras-chaves: Exercício físico, disfunção endotelial, aorta, aterosclerose, camundongos 

knockout para o receptor de LDL, óxido nítrico sintase, peróxido de hidrogênio, óxido nítrico. 

  



ABSTRACT 

 

Endothelial dysfunction and redox imbalance are important mechanisms involved in the 
pathogenesis of atherosclerosis. The increased production of superoxide anion associated 
with changes in the activity of endothelial (eNOS) and neuronal (nNOS) nitric oxide (NO) 
synthase isoforms contribute to endothelial dysfunction by reducing the production and 
bioavailability of NO and H2O2. Previous studies suggest that aerobic exercise (Ex) might 
reduce atheroma and vascular oxidative stress in advanced stages of atherosclerosis. 
However, the effects of Ex on the endothelial production of NO and H2O2 and their 
vasodilator activity in early stages of atherosclerotic disease is still unclear. LDL-receptor 
knockout mice (LDLr-/-) are a model for the study of familial hypercholesterolemia (FH); these 
mice exhibit elevated LDL plasma levels, but the acceleration of aortic atherosclerotic lesion 
depends on the exposure to other atherogenic factors. The aim of this study was to 
investigate the effect of Ex on the early endothelial dysfunction of LDLr-/- mice, focusing on 
the role of NO, H2O2 and superoxide anion. C57BL/6J (WT) and LDLr-/- mice (12 weeks) fed 
standard diet were divided into sedentary (S) or exercised (Ex; training on a treadmill 1h/5x 
per week) for 4 weeks. After this period, plasma samples and the thoracic aorta were 
collected. Total cholesterol and triglycerides were increased in LDLr-/-S compared to WT-S; 
whereas Ex did not modify these parameters. The endothelium-dependent relaxation 
induced by acetylcholine was impaired in aortic rings from LDLr-/-S, without changes in the 
relaxation response induced by the NO donor sodium nitroprusside or by H2O2. Ex did not 
modify the acetylcholine-induced relaxation in aorta of WT-Ex, but normalized this response 
in LDLr-/-Ex. The non-specific inhibition of NOS with L-NAME, and to a lesser extent the 
inhibition of nNOS with 7-NI, as well as the incubation with catalase reduced the relaxation 
response to acetylcholine in all groups, abolishing differences between them. nNOS and p-
eNOS (Ser1177) expression, as well as NO and H2O2 production were reduced in aorta of 
LDLr-/-S and restored by Ex. The inhibition of NADPH oxidase activity with apocynin 
increased the acetylcholine-induced relaxation in LDLr-/-S, but not in LDLr-/-Ex suggesting 
minor role of NADPH oxidase after physical training. Accordingly, expression of NADPH 
oxidase Nox2 and superoxide anion production were reduced in aorta of LDLr-/-Ex compared 
to LDLr-/-S group. Aortas from LDLr-/-S showed reduced aortic expression of superoxide 
dismutase isoforms 1, 2 and 3 in, which was partially restored in LDLr-/-Ex. Fat deposit 
evaluated with Oil red staining were found no significant in thoracic aortas from all groups, 
confirming the initial stage of atherosclerotic disease in LDLr-/-. In conclusion, the data 
suggest aerobic physical training as a potential therapy in the prevention of endothelial 
dysfunction and redox imbalance that precedes the development of atherosclerotic lesions in 
hypercholesterolemia by increasing NO and H2O2 production and bioavailability. 

 

Keywords: Exercise training, endothelial dysfunction, aorta, atherosclerosis, LDL receptor-

deficient mice, nitric oxide synthase, hydrogen peroxide, nitric oxide. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Hipercolesterolemia, aterosclerose e disfunção endotelial 

 

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doença genética autossômica 

caracterizada por elevadas concentrações plasmáticas de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) e pela presença de sinais clínicos característicos, como xantomas 

tendíneos e risco aumentado de doença arterial coronariana prematura (Santos et al. 

2012). O fenótipo clínico da HF é geralmente decorrente de mutações no gene 

LDLR, que codifica o receptor de LDL (LDLr) (Bronw & Goldstein 1986). De acordo 

com a I Diretriz Brasileira de HF, esta doença é responsável por 5 a 10% dos casos 

de doenças cardiovasculares em indivíduos abaixo de 55 anos (Santos et al. 2012). 

Estima-se que no mundo todo existam mais de 10 milhões de indivíduos portadores 

de HF, sendo este um problema de saúde mundial reconhecido pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) (Santos et al. 2012). Neste cenário, elevada concentração 

sérica de LDL caracteriza um importante fator de risco para doenças 

cardiovasculares, pois contribui para o desenvolvimento de aterosclerose e doenças 

coronarianas (Stapleton et al. 2010). 

A hipercolesterolemia é um importante fator de risco para o 

desenvolvimento da aterosclerose (Moses 1954). A aterosclerose representa um 

conjunto de fenômenos patológicos incluindo processos inflamatórios, proliferativos 

e degenerativos que produzem lesões na parede do vaso (Ross 1999; Mitra et al. 

2011). Essas lesões são caracterizadas pela presença de placas de gordura na 

parede arterial, podendo resultar em isquemia cardíaca, cerebral ou nas 

extremidades (Ross 1999; Yu et al. 2013). Assim, a aterosclerose é uma doença 

progressiva que envolve a proliferação de células musculares lisas e acúmulo de 

lipídios na parede do vaso, o que leva à formação de células espumosas de 

macrófagos, sendo os eventos isquêmicos consequentes da aterosclerose 

importante desfecho de doenças cardiovasculares como a hipertensão arterial e o 

diabetes tipo II (Ross 1999; Yamashita et al. 2010). 

É interessante destacar que a doença aterosclerótica apresenta diferentes 

estágios de desenvovimento, sendo a primeira fase deflagrada por fatores de risco, 
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dentre eles hipercolesterolemia e dislipidemia, citocinas pró-inflamatórias, 

hipertensão, produtos da glico-oxidação associados ao diabetes, tabagismo e à 

predisposição genética. A partir daí, os estágios da doença aterosclerótica 

progridem até finalmente resultarem em lesão podendo culminar em ruptura da 

placa e trombose (Manduteanu & Simionescu 2012). O desenvolvimento do ateroma 

é um processo gradual e contínuo, podendo ser didaticamente dividido em seis 

estágios: 

 

Estágio I: Ativação da célula endotelial  

As células endoteliais são responsáveis pela manutenção do tônus 

vascular via síntese e liberação de fatores de relaxamento e contração derivados do 

endotélio. Dentre os fatores de relaxamento encontram-se o óxido nítrico (NO), a 

prostaciclina (PGI2) e os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio, que 

variam de acordo com o leito vascular e espécie animal. Por outro lado, os fatores 

vasoconstritores derivados do endotélio incluem a endotelina-1, a angiotensina II, os 

prostanóides vasoconstritores, dentre eles tromboxano A2 (TxA2) e prostaglandina 

(PGH2), e o ânion superóxido (O2
.-). Estas moléculas contribuem para a manutenção 

da homeostase vascular não apenas controlando o tônus, mas também a 

coagulação, crescimento celular, inflamação, agregação plaquetária e 

consequentemente o fluxo sanguíneo. Alterações na síntese e/ou atividade desses 

fatores podem culminar em disfunção endotelial favorecendo fatores pró-trombóticos 

e/ou causando um prejuízo no controle do tônus vascular (Goligorsky 2005; 

Skovgaard et al. 2011). Em suma, as células do endotélio vascular são responsáveis 

por controlar a permeabilidade da parede dos vasos sanguíneos, mantendo uma 

interface antitrombogênica e antiadesiva, ou seja, atuando de maneira a suprimir 

moléculas de transcrição envolvidas, por exemplo, nas interações de leucócitos com 

células endoteliais (Simionescu 2007). Assim, alterações na permeabilidade das 

células endoteliais podem resultar em prejuízos na sua função ateroprotetora.  

Na hipercolesterolemia, um aumento na LDL circulante gera gradiente de 

concentração que induz aumento da transcitose endotelial destas moléculas, que se 

alocam na camada íntima e no espaço subendotelial da lâmina basal (Simionescu et 

al. 1986). A hipótese oxidativa da aterosclerose, segundo Raven et al. (1993), 

sugere que o processo aterosclerótico possa ser iniciado por danos no endotélio 

vascular, produzido por modificações oxidativas da LDL (Raven et al. 1993). A LDL 
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aprisionada na camada íntima interage com proteínas da matrix extracelular 

principalmente proteoglicanos, que participam da conversão aterogênica da LDL, 

que se torna uma lipoproteína oxidativamente modificada, a LDL oxidada (LDLox), 

rica em colesterol não esterificado (Simionescu et al. 1986). Nessa ocasião, a célula 

endotelial passa a apresentar alterações fenotípicas em seu padrão secretório, e são 

consideradas “ativadas” (Simionescu 2007) resultando no desenvolvimento de 

múltiplas camadas de lâmina basal. Esta proliferação da matrix extracelular 

subendotelial dificulta a comunicação entre célula endotelial e célula de músculo liso 

vascular, gerando respostas alteradas na parede vascular frente a estímulos 

externos.  

 

Estágio II: Disfunção da célula endotelial 

A ativação da célula endotelial e o aumento da camada subendotelial 

estimulam um processo inflamatório. Assim, nos estágios iniciais do 

desenvolvimento da aterosclerose em humanos e em modelos experimentais, a 

célula endotelial ativada apresenta aumento da expressão de citocinas inflamatórias 

e de moléculas de adesão celular como P-selectina, E-selectina, molécula de 

adesão de célula vascular (VCAM-1), molécula de adesão intercelular (ICAM-1) e 

proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) (Iiyama et al. 1999; Dong et al. 

2000; Yang et al. 2003). Todas essas alterações resultam em disfunção da célula 

endotelial. No fim da década de 80, estudos pioneiros associaram pela primeira vez 

a disfunção endotelial à aterosclerose, demonstrando redução do relaxamento 

dependente do endotélio induzido com acetilcolina (ACh) em artérias coronárias de 

humanos com aterosclerose e em aorta de coelhos submetidos à dieta rica em 

colesterol (Wright & Angus 1986; Bossaller et al. 1987; Jayakody et al. 1987). A 

hipercolesterolemia e a aterosclerose são caracterizadas pelo comprometimento do 

relaxamento dependente do endotélio mesmo antes de ocorrerem mudanças 

estruturais vasculares, sendo a disfunção endotelial considerada um fator preditivo 

de desfechos clínicos (Jayakody et al. 1987; Kuvin & Karas 2003). 

 

Estágio III: Recrutamento de células imunes sanguíneas 

As modificações ocorridas na homeostase endotelial, que culminam em 

disfunção endotelial, coexistem com um processo inflamatório que atrai células 

imunes específicas, dentre elas monócitos, linfócitos T, neutrófilos e mastócitos, 
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além de células vasculares residentes, como células de músculo liso vascular e 

células dendríticas, que contribuem com o desenvolvimento da placa aterosclerótica. 

De acordo com a hipótese oxidativa, os monócitos diferenciam-se em macrófagos 

que capturam a LDLox acumulada na camada subendotelial, via receptores 

scavenger (SR), como SR-AI e SR-AII, CD36 e SR-BI, CD38 e LOX-1 (lectin-like 

oxidized LDL receptor), formando as chamadas células espumosas. A camada 

subendotelial que se forma entre a lâmina basal e a camada de músculo liso é 

conhecida como neoíntima (Moore & Freeman 2006). Em seguida forma-se um tipo 

de lesão caracterizada por estrias de gordura, pequenos depósitos subendoteliais de 

células espumosas (Moore & Freeman 2006; Mitra et al. 2011). As células 

espumosas levam à produção de numerosos marcadores inflamatórios, dentre eles 

interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-α (TNF-α), 

ciclooxigenase-2 (COX-2), além de elevar a produção de fatores de crescimento e 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Simionescu 2007). 

 

Estágio IV: Formação da placa fibrosa 

O processo inflamatório e aterogênico altera o fenótipo contrátil das 

células de músculo liso vascular para um fenótipo sintético, ou seja, estas células 

passam a sintetizar mais colágeno, proteoglicano e fibronectina. Além disso, passam 

a expressar também maior número de receptores relacionados à captura de lipídios 

causando a formação de células espumosas a partir das células de músculo liso 

vascular (Doran et al. 2008). Em adição, ocorrem proliferação e migração das 

células de músculo liso vascular da camada média para a camada íntima. Todos 

esses fatores contribuem para a formação de uma capa fibrosa. As metaloproteases 

(MMPs), em particular a MMP-2 e -9 ajudam a promover migração de células de 

músculo liso vascular e formação e espessamento da capa fibrosa, contribuindo 

para a estabilidade da placa aterosclerótica (Han et al. 2001; Simionescu 2007). 

 

Estágio V: Formação da placa fibrolipídica calcificada 

A placa aterosclerótica em estágio avançado é constituída basicamente 

por macrófagos, células espumosas, células de músculo liso vascular, gotículas 

lipídicas e núcleos de calcificação. Placas em estágio avançado podem ocupar 

grande parte do lúmem de artérias. O colesterol livre acumulado na placa 

aterosclerótica é um potente indutor de apoptose de células T e de células de 
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músculo liso vascular (Tiwari et al. 2008). O conteúdo de células apoptóticas, 

incluindo lipídios, contribuem para a formação de núcleos necróticos ricos em 

lipídios encapsulados por tecido fibroso, que é característico da placa fibrolipídica 

calcificada (Tabas et al. 2010). Esta placa, dotada de capa fibrosa derivada da 

atividade secretora das células do músculo liso vascular, é considerada uma placa 

estável. Um possível adelgaçamento da capa fibrosa, concomitante à infiltração de 

macrófagos, linfócitos T, células apoptóticas e ao acúmulo de grandes cristais de 

colesterol geram uma placa vulnerável, ou seja, instável, propensa à ruptura e 

consequentemente à trombose (Virmani et al. 2000). 

 

Estágio VI: Ruptura e trombose 

Os fatores que participam da ruptura do ateroma são o adelgaçamento da 

capa fibrosa, o excesso de citocinas inflamatórias e proteases, incluindo as MMPs, 

que levam a degradação das fibras de colágeno, e o acúmulo de detritos celulares 

dentro dos núcleos necróticos (Manduteanu & Simionescu 2012). Além disso, as 

plaquetas apresentam um importante papel na vulnerabilidade da placa e trombose. 

Quando as plaquetas são expostas à matriz extracelular rica em fatores pró-

inflamatórios oriundos de uma placa em ruptura, tornam-se ativadas e se agregam, 

colaborando para a formação do trombo na superfície da lesão (Manduteanu & 

Simionescu 2012). A oclusão vascular pela trombose está associada a eventos 

isquêmicos como infarto agudo do miocárdio e acidente vascular cerebral, que 

constituem as duas principais causas de morte no mundo de acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS 2012). 

 

1.2. Oxido nítrico (NO), peróxido de hidrogênio (H2O2), isoformas da NO 

Sintase (NOS) e função endotelial 

 

Alterações na produção de NO pela enzima NO sintase (NOS) assim 

como modificação da biodisponibilidade do NO destacam-se como importantes 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos na disfunção endotelial associada à 

aterosclerose (Stapleton et al. 2010; Li & Forstermann 2013). Em 1980, Furchgott & 

Zawadzki documentaram que, quando estimulado com acetilcolina, o endotélio era 

capaz de liberar uma substância vasoativa que foi denominada fator relaxante 



23 

 

derivado do endotélio (Furchgott & Zawadzki, 1980). Posteriormente, Ignarro e cols. 

(1987) identificaram este composto como sendo o NO. O NO é considerado o 

principal regulador do tônus vascular dependente do endotélio, e adicionalmente é 

importante na prevenção da ativação plaquetária, na inibição do estresse oxidativo, 

do crescimento celular, da migração e da proliferação das células do músculo liso 

vascular, sendo um importante fator anti-hipertensivo e antitrombótico (Kauser et al. 

2000; Li et al. 2014). 

A produção enzimática do NO ocorre a partir da oxidação do aminoácido 

L-arginina mediada por três diferentes isoformas da NOS: a NOS neuronal (nNOS 

ou NOS I), a NOS induzida (iNOS ou NOS II) e a NOS endotelial (eNOS ou NOS III). 

As isoformas compartilham 50% a 60% de homologia na sequência de aminoácidos, 

nos domínios oxidase e redutase (Dias et al. 2011). A eNOS e a nNOS são 

isoformas constitutivas (cNOS), enquanto a iNOS é induzida por citocinas e outros 

agentes inflamatórios e por algumas EROs (Andrew et al. 1999). Na forma dimérica, 

as NOS sintetizam NO utilizando L-arginina como substrato e, como cofatores, o 

oxigênio molecular, NADPH (nicotinamida adenina dinucleotídeo de fosfato), FAD 

(flavina adenina dinucleotídeo), FMN (flavina mononucleotídeo) e BH4 

(tetrahidrobiopterina) (Förstermann & Sessa 2012). Há transferência de elétrons da 

NADPH, via FAD e FMN, do domínio redutase carboxi-terminal de um monômero 

para o domínio oxigenase amino-terminal do monômero adjacente. Ao domínio 

oxigenase também se ligam L-arginina, oxigênio molecular e BH4. A transferência de 

elétrons é importante para reduzir e ativar o oxigênio molecular e oxidar L-arginina 

em L-citrulina e NO (Förstermann & Sessa 2012). As três isoformas ligam-se à 

calmodulina; quanto maior a afinidade da NOS com a calmodulina, maior será a 

facilidade do fluxo de elétrons do domínio redutase de um monômero ao domínio 

oxigenase do outro. O mecanismo clássico de ativação das isoformas constitutivas é 

dependente do cálcio (Ca2+), enquanto a iNOS independe da elevação das 

concentrações intracelulares de Ca2+, devido a sua alta afinidade de ligação com a 

calmodulina (Dias et al. 2011; Förstermann & Sessa 2012). 

O NO é lipossolúvel e assim difunde-se através das membranas 

celulares. No músculo liso vascular liga-se ao ferro do grupo prostético heme da 

enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) que então é ativada, promovendo a 

conversão de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina cíclico 

(GMPc), resultando em ativação da proteína quinase G (PKG) responsável por ativar 
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a fosfatase da cadeia leve de miosina (CLM), que desfosforila a CLM levando ao 

relaxamento vascular (Ignarro et al. 1986; Francis et al. 2010). Além disso, a PKG 

inibe a via contrátil da RhoA/Rho quinase, diminui a probabilidade dos canais para 

Ca2+ tipo L encontrarem-se no estado aberto, reduzindo o influxo de Ca2+; e ainda 

aumenta a probabilidade dos canais para potássio (K+) encontrarem-se no estado 

aberto, o que leva à hiperpolarização. Todos esses fatores também contribuem para 

o relaxamento do músculo liso vascular mediado pela ação do NO (Francis et al. 

2010). Cabe ressaltar que além de produzir NO, a nNOS pode contribuir para o 

relaxamento vascular dependente do endotélio pela produção de H2O2 em aorta de 

camundongos (Capettini et al. 2010; 2011). Neste vaso, o H2O2 derivado da nNOS 

contribui igualmente ao NO derivado da eNOS para o relaxamento dependente do 

endotélio (Capettini et al. 2010). 

Em condições fisiológicas a eNOS é responsável pela produção da maior 

parte do NO derivado do endotélio, por esta razão apresenta importante papel na 

homeostase cardiovascular, o que pode ser observado em camundongos knockout 

para eNOS que são hipertensos e mais suscetíveis a alterações cardiovasculares 

(Huang et al. 1995; Li et al. 2002). Importantes modificações pós-traducionais podem 

afetar a atividade da eNOS, dentre elas acetilação, interações proteína-proteína, 

disponibilidade de substrato e de cofatores e o grau de fosforilação (Qian & Fulton 

2013). Nas células endoteliais a eNOS encontra-se majoritariamente ancorada à 

cavéola, invaginações ricas em colesterol da membrana plasmática (Shaul et al. 

1996). Quando ancorada à cavéola, a eNOS encontra-se inativada devido a uma 

forte interação com a proteína caveolina-1 (cav-1) (Dias et al. 2011; Förstermann & 

Sessa 2012). Esta interação proteína-proteína inibe a atividade da eNOS 

principalmente por interferir com o sítio de ligação da calmodulina (Ju et al. 1997). 

Por outro lado, a ativação da calmodulina por ligação ao Ca2+ desloca a cav-1 e 

favorece a ativação da eNOS (Qian & Fulton 2013). 

Um dos mecanismos de ativação da eNOS é através da fosforilação da 

serina na posição 1177 (Ser1177) no domínio redutase da enzima (Boo et al. 2006), 

capaz de aumentar a sensibilidade da eNOS às concentrações basais de 

Ca2+/calmodulina, resultando em aumento na produção de NO. Diferentes agonistas 

como a acetilcolina ativam a fosfatidilinositol-3 quinase (PI-3K), que fosforila a 

proteína quinase B (Akt) ativando-a e induzindo a fosforilação da eNOS em Ser1177 

(Fulton et al. 1999). Embora a fosforilação do resíduo Ser1177 desempenhe 
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importante papel na ativação enzimática da eNOS, sabe-se que sua regulação 

também é dependente do padrão de fosforilação de outros sítios (Mount et al. 2007). 

A fosforilação do resíduo de Ser633, localizado no domínio de ligação da FMN, 

também aumenta a atividade da eNOS e apresenta importante papel na manutenção 

da síntese de NO após a ativação por Ca2+/calmodulina e fosforilação do resíduo de 

Ser1177 da eNOS (p-eNOS Ser1177). Por outro lado, a fosforilação dos resíduos de 

treonina 495 (Thr495) pela proteína quinase C (PKC) e de tirosina 657 (Tyr657) pela 

tirosina quinase 2 (PYK2) podem inibir a atividade da eNOS (Mount et al. 2007; 

Fisslthaler et al. 2008). 

A importância do estado de fosforilação da eNOS na aterosclerose tem 

sido demonstrada. Camundongos knockout para apolipoproteina E (apoE-/-), modelo 

experimental para aterosclerose, quando receberam infusão de angiotensina II 

apresentaram redução no relaxamento dependente do endotélio acompanhado de 

redução da p-eNOS Ser1177 em aorta (Seto et al. 2013). O mesmo foi observado em 

artéria mamária interna esquerda de pacientes com doença arterial coronariana, que 

apresentaram piora na função endotelial juntamente com redução na expressão de 

p-eNOS Ser1177 (Hambrecht et al. 2003). Poucos trabalhos avaliaram os sítios de 

inativação da eNOS na aterosclerose. Recente estudo mostrou que camundongos 

apoE-/- alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram redução na expressão 

proteica de p-eNOS Ser1177 e de eNOS total em aorta, porém sem alteração da p-

eNOS Thr495 (Xing et al. 2015). Por outro lado, plaquetas tratadas com homocisteína, 

que induz injuria endotelial e ativação plaquetária, apresentaram aumento na 

fosforilação da eNOS em Thr495 e desfosforilação em Ser1177 (Signorello et al. 

2009). Entretanto, o papel da fosforilação da eNOS em seus sítios de inibição na 

doença aterosclerótica ainda permanece incerto.  

Em condições patológicas, além de alterações nos estados de 

fosforilação da eNOS, esta pode encontrar-se em estado desacoplado (Li & 

Förstermann 2013). Neste caso, a transferência de elétrons entre as subunidades da 

forma dimérica da eNOS fica prejudicada e a enzima reduz a produção de NO em 

detrimento do aumento da geração de O2
.-. Assim, além da redução da síntese de 

NO há um concomitante aumento da sua degradação, uma vez que o O2
.- reage com 

o NO inativando-o e formando outra ERO, o ânion peroxinitrito (ONOO-), 

contribuindo para um desequilíbrio do estado redox (Gryglewski et al. 1986). 

Diversos são os mecanismos que podem levar ao desacoplamento da eNOS: 
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redução na biodisponibilidade de BH4, deficiência de L-arginina, acúmulo de 

inibidores endógenos da NOS como a dimetilarginina assimétrica (ADMA) e a 

glutationilação da eNOS (Chen et al. 2010). Tem-se descrito que uma das causas da 

redução da biodisponibilidade do NO na hipercolesterolemia e na aterosclerose 

avançada é o desacoplamento da eNOS com consequente redução da síntese de 

NO e aumento de O2
.- e ONOO- (Li & Förstermann 2013). De acordo, a indução do 

aumento da síntese de BH4 é capaz de reduzir o desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica em camundongos apoE-/-, associado a menor geração de O2
.- pela 

eNOS (Takaya et al. 2007), além de melhorar a disfunção endotelial em pacientes 

com aterosclerose (Antoniades et al. 2011). Cabe ressaltar que uma ativação da 

NADPH oxidase e uma redução de glutationa tecidual também são mecanismos 

envolvidos no desequilíbrio redox na aterosclerose, contribuindo para aumento da 

produção de EROs e redução da biodisponibilidade do NO (Judkins et al. 2010; 

Lassègue & Griendling 2010; Mancini et al. 2014).  

Mais recentemente, adicionado aos mecanismos que envolvem o prejuízo 

na produção e biodisponibilidade do NO na disfunção endotelial na aterosclerose, 

tem sido descrito a importância do H2O2 neste processo. O H2O2 é considerado um 

fator relaxante derivado do endotélio que apresenta significativo papel no 

relaxamento de artérias mesentéricas de camundongos (Matoba et al. 2000), 

coronárias de cães (Yada et al. 2003) e aorta de camundongos (Rabelo et al. 2003; 

Capettini et al. 2008; 2010; 2011). Cabe destacar a importância vasodilatadora do 

H2O2 demonstrado em artérias mesentéricas e coronárias de humanos (Matoba et 

al. 2002; Miura et al. 2003). O H2O2 pode atuar como fator contrátil ou relaxante em 

vasos sanguíneos através de diversos mecanismos que dependem de suas 

concentrações, tipos de vasos e espécies animais (Ardanaz & Pagano 2006). O 

mecanismo envolvido na vasoconstrição observado em aorta de ratos e artéria 

basilar de cachorros parece ocorrer por ativação de canais de Ca2+ dependentes de 

voltagem, assim como por aumento da liberação do Ca2+ do retículo sarcoplasmático 

via PI-3K na célula de músculo liso, o que promove aumento da concentração de 

Ca2+ intracelular resultando em contração (Ardanaz & Pagano 2006). Entretanto os 

mecanismos contráteis dependentes do H2O2 ainda precisam ser mais esclarecidos. 

Com relação à ação vasodilatadora do H2O2, foi demonstrado que em artérias 

mesentéricas de camundongos, o H2O2 atua como um fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio, ativando canais para K+ ativados por Ca2+ de baixa (SK) e 
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intermediária condutância (IK) nas células endoteliais, provocando hiperpolarização 

destas e das células do músculo liso adjacente, com consequente relaxamento 

vascular (Prysyazhna et al. 2012). Mais especificamente em aorta, foi demonstrado 

que o H2O2 induz relaxamento por elevar o influxo de Ca2+ na célula endotelial, 

promovendo ativação da eNOS, produção de NO e consequente relaxamento do 

músculo liso vascular (Zembowicz et al. 1993; Yang et al. 1999). Porém, trabalhos 

posteriores demonstram que o H2O2 pode ativar a PKG e promover vasodilatação 

independente da via de sinalização GCs/GMPc ativada pelo NO, tanto em aorta 

(Prysyazhna et al. 2012; Godo et al. 2016), como em artérias coronárias de 

humanos (Zhang et al. 2012). Estes trabalhos evidenciam o importante papel do 

H2O2 no relaxamento de diferentes leitos vasculares, assim como a variedade de 

mecanismos de ação deste fator. 

Estudos mostram que a nNOS das células endoteliais de aorta de 

camundongos, além de NO produzem H2O2 (Capettini et al. 2008; 2010). Estes 

autores demonstraram que o H2O2 produzido pela nNOS contribui igualmente ao NO 

para o relaxamento dependente do endotélio em aorta de camundongos (Capettini et 

al. 2008; 2010). E, interessantemente, uma redução da síntese do H2O2 foi 

demonstrada ser um dos fatores responsáveis pela redução do relaxamento 

dependente do endotélio induzido por acetilcolina em aorta de camundongos 

knockout para o receptor de LDL (LDLr-/-) e apoE-/- (Rabelo et al. 2003; Capettini et 

al. 2011), além de ser um dos prováveis fatores relacionados ao desenvolvimento 

acelerado da lesão aterosclerótica (Langbein et al. 2015a). A redução da produção 

de H2O2 foi associada a menor ativação da nNOS hiperfosforilada em seu sítio de 

inativação Ser852 (Capettini et al. 2011). 

A fosforilação da nNOS é regulada por algumas quinases e fosfatases, 

por exemplo, PKA, PKC, quinases dependentes de calmodulina (como a CaMKII) e 

fosfatase 1, as quais são reguladas por sinais extra e intracelulares (El-Mlili et al. 

2008). Assim como observado na eNOS, a fosforilação de diversos sítios da nNOS 

afetam sua atividade de maneira diferente. A proteína quinase CaMKII fosforila o 

resíduo Ser847, que reduz a atividade da nNOS por inibir a ligação Ca2+-

Calmodulina. Por outro lado, a proteína fosfatase 1 reduz a fosforilação em Ser847, 

resultando em aumento da atividade de nNOS (Rameau et al. 2004; El-Mlili et al. 

2008). A fosforilação do resíduo Ser852 pela PKA ou PKG gera inativação da nNOS. 

Outro sítio de fosforilação da nNOS é no resíduo Ser1412, que de forma análoga à 
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Ser1177 da eNOS, via Akt promove ativação da nNOS (Adak et al. 2001). Portanto, 

alterações no estado de fosforilação da nNOS interferem com seu padrão de 

atividade e consequentemente com a produção de NO e de H2O2. 

Na nNOS a produção de O2
.- e de H2O2 ocorre de maneira fisiológica em 

etapas que antecedem a formação do NO (Rosen et al. 2002; Tsai et al. 2005; 

Weaver et al. 2005). Dessa forma, o H2O2 proveniente da nNOS pode ser formado 

por duas vias diferentes. Uma delas é a partir do O2
.-, ou seja, alterações no estado 

de oxidação/redução do ferro, oxigênio e BH4 na nNOS são descritos levar a 

formação de O2
.-, que por ação da enzima superóxido dismutase (SOD) rapidamente 

é convertido em H2O2. A outra via não necessita de formação previa de O2
.-, ou seja, 

na presença de L-arginina a formação de O2
.- é substituída por um complexo mais 

estável, o Fe3+-O2
.-. Este complexo possibilita a formação direta de H2O2 na 

presença do íon H+ proveniente da NADPH. Como dito anteriormente, ambas as vias 

de formação do H2O2 ocorrem em uma etapa anterior à formação do NO. Somente 

após a formação do H2O2 com liberação de Fe3+ ocorre a produção de L-citrulina e 

NO (Weaver et al. 2005). 

 

1.3. NADPH oxidase e disfunção endotelial 

 

Diversos trabalhos demonstraram que um quadro de estresse oxidativo 

com aumento da produção e/ou redução da degradação de EROs, em particular o 

O2
.-, contribui efetivamente para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, 

dentre elas hipertensão, hipertrofia e falência cardíaca, reestenose e aterosclerose 

(Cosentino et al. 2001; Paravicini et al. 2002; Cangemi et al. 2007; Custodis et al. 

2008; Paravicini & Touyz 2008; Rabelo et al. 2009; Judkins et al. 2010). Múltiplos 

sistemas enzimáticos produzem EROs e seus derivados na vasculatura, incluindo 

ciclooxigenase, lipoxigenase, citocromo P450, xantina oxidase, NOS e NADPH 

oxidase. A NADPH oxidase é uma das mais importantes fontes de EROs tanto em 

células endoteliais como em células musculares lisas (Cosentino et al. 2001; Cai et 

al. 2003; Lassègue & Clempus 2003; Cangemi et al. 2007; Custodis et al. 2008; 

Paravicini & Touyz 2008; Rabelo et al. 2009). 

A NADPH oxidase atua como doadora de elétron para a redução do 

oxigênio (O2) a O2
.-, segundo a reação 2O2 + NAD(P)H  2O2

.- + NAD(P) + H+ 

(Paravicini et al. 2002; Paravicini & Touyz 2008). O NO é também um radical livre e 
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quando reage com o O2
.- forma rapidamente uma espécie altamente reativa o 

ONOO-. Assim, a maior parte da citotoxidade atribuída ao NO é derivada do ONOO- 

(Dusting et al. 2004; Touyz & Schiffrin 2004). Este último é um importante mediador 

da peroxidação de lipídios, incluindo a oxidação da LDL, evento crucial para a 

aterogênese, como já mencionado anteriormente (Dusting et al. 2004). Em 

condições patológicas, um aumento extracelular de O2
.- leva à diminuição da 

biodisponibilidade do NO, reduzindo sua difusão para o músculo liso vascular e 

desta forma prejudicando a resposta relaxante do vaso (Adachi et al. 2004). 

A produção elevada de O2
.- colabora para geração de estresse oxidativo, 

ativação de cascata inflamatória e prejuízo da ação vasoprotetora do NO, 

colaborando para o desenvolvimento da aterosclerose e instabilidade da placa 

(Sorescu et al. 2002; Bleys et al. 2006). Aumentada produção de O2
.- pela NADPH 

oxidase está relacionada a fatores de risco para a aterosclerose com prejuízo da 

função endotelial em pacientes com doença coronariana (Dusting et al. 2004). De 

acordo, há aumento da expressão das subunidades Nox2 e p22phox da NADPH 

oxidase na região vulnerável da placa aterosclerótica de pacientes com doença 

arterial coronariana, colaborando para instabilidade e ruptura da placa 

aterosclerótica nestes indivíduos (Sorescu et al. 2002). 

A NADPH oxidase é um complexo proteico multimérico com componentes 

na membrana celular e no citoplasma. O protótipo da NADPH oxidase encontrado 

em células fagocíticas, envolvido na imunidade inata por gerar elevadas 

concentrações de EROs, é formado por uma subunidade maior, a gp91phox 

(também conhecida como Nox2), e uma menor, p22phox (Lassègue & Clempus 

2003). Além destas, a enzima compreende três subunidades citoplasmáticas 

(p47phox, p67phox e p40phox) e uma pequena proteína G regulatória (Rac2). A 

ativação da NADPH oxidase inicia-se pela fosforilação em serina da subunidade 

citoplasmática p47phox, que desencadea sua migração para a membrana, onde, 

juntamente com a Rac, associa-se ao citocromo b558, iniciando a atividade catalítica 

da enzima (Cai et al. 2003; Dusting et al. 2004; Touyz & Schiffrin 2004; Chen et al. 

2008). A identificação de subunidades homólogas à gp91phox resultou na formação 

da família Nox, constituída atualmente por sete membros (Nox1, Nox2 ou gp91phox, 

Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 e Duox2) (Chen et al. 2008; Rabelo et al. 2009). As 

subunidades são distribuídas de forma específica em diferentes células e tecidos, 

podendo gerar diferentes EROs. Em células não fagocíticas as subunidades da 
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NADPH oxidase produzem relativamente menor quantidade de EROs, que atuam 

como segundos mensageiros em diversas vias de sinalização (Montezano et al. 

2001). Pelo menos quatro subunidades da NADPH oxidase são encontradas na 

parede dos vasos sanguíneos (Nox1, Nox2, Nox4 e Nox5), sendo uma das principais 

fontes de EROs no sistema cardiovascular (Lassègue & Griendling 2010). As EROs 

derivadas das diferentes subunidades da NADPH oxidase influenciam a função 

vascular modulando vasoconstrição e vasodilatação, crescimento celular, apoptose, 

senescência, respostas inflamatórias, fibrose, migração e calcificação (Briones et al. 

2010; Petry et al. 2010). 

Em condições fisiológicas a Nox4 é altamente expressa em todos os tipos 

celulares que constituem a parede do vaso, ou seja, células endoteliais, células de 

músculo liso vascular e fibroblastos da adventícia (Ambasta et al. 2004; Martyn et al. 

2006). Diferente das demais subunidades da NADPH oxidase, o principal produto da 

Nox4 não é o O2
.- e sim o H2O2 (Martyn et al. 2006; Dikalov et al. 2008; Gordillo et al. 

2010). São descritos diversos estímulos que podem aumentar a expressão vascular 

da Nox4, dentre eles o estresse de cisalhamento fisiológico (Hwang et al. 2003), 

injúria arterial (Szocs et al. 2002) e hipóxia (Ismail et al. 2009). Em relação ao papel 

da Nox4 na aterosclerose os dados são ainda controversos. Em coronária humana 

observou-se um aumento na expressão da Nox4 no estágio IV do desenvolvimento 

da placa aterosclerótica, sugerindo papel da Nox4 na aterosclerose (Sorescu et al. 

2002). De acordo, trabalhos sugerem um papel patológico para a ativação da Nox4 

relacionado à estimulação da migração e hipertrofia de células de músculo liso 

(Sturrock et al. 2007; Lyle et al. 2009). Entretanto, mais recentemente foi 

demonstrado que a deleção da Nox4 resulta em aumento na adesão de leucócitos e 

acelera o desenvolvimento da aterosclerose em camundongos apoE-/- (Schürmann 

et al. 2015), além de contribuir para a disfunção endotelial em camundongos LDLr-/- 

(Langbein et al. 2015a). Tendo em vista esses dados controversos, são necessários 

mais estudos para esclarecer a discrepância de resultados referentes ao papel 

fisiológico e patológico da Nox4. 

Ao contrário da Nox4, as subunidades Nox1 e Nox2 fisiologicamente são 

pouco expressas nos vasos sanguíneos, mas apresentam-se elevadas em 

condições de risco de doenças cardiovasculares como hipertensão, diabetes e 

hiperlipidemia (Bengtsson et al. 2003; Wendt et al. 2005; Judkins et al. 2010). A 

Nox5 tem significante homologia com a Nox1 e a Nox2 (Bánfi et al. 2001; Cheng et 
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al. 2001), apresenta ação aterogênica e, curiosamente, não pode ser encontrada em 

roedores (Kawahara et al. 2007; Fulton 2009). O papel da Nox1 em doenças 

cardiovasculares tem sido principalmente associado à hipertensão. A Nox1 vascular 

e renal apresenta-se aumentada em modelos experimentais de hipertensão 

(Lassègue & Clempus 2003; Wang et al. 2007; Nishiyama et al. 2004). A hipertensão 

induzida por angiotensina II é atenuada por administração in vivo de siRNA (small 

interfering RNA) da p22phox (Modlinger et al. 2006) ou inibidor da PKC, que 

promevem redução no aumento da Nox1 observada neste modelo (Lassègue & 

Clempus 2003). Além disso, a Nox1 pode ser estimulada ou ativada em células 

vasculares de músculo liso tratadas com angiotensina II, ou com LDL ou com 

produtos finais da glicação avançada (Lassègue & Clempus 2003; Katsuyama et al. 

2007; San Martin et al. 2007). A Nox 1 também tem sido associada à migração e 

proliferação de células de músculo liso vascular, podendo ter importante papel no 

desenvolvimento da aterosclerose (Lassègue & Griendling 2010).  

A Nox2 é expressa em células endoteliais, fibroblastos da adventícia e 

células inflamatórias invasoras que contribuem para o desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica (Sorescu et al. 2002). A Nox2 produz O2
.- intra e extracelular que, 

desta forma, rapidamente neutraliza o NO prejudicando o relaxamento vascular. A 

expressão da Nox2 foi inversamente correlacionada ao relaxamento dependente do 

endotélio em aorta isolada (Peshavariya et al. 2009; Takenouchi et al. 2009) e, a 

deleção da Nox2 promeveu inibição da contração da aorta mediada pela PKC 

(Gupte et al. 2009). Além disso, estudo com camundongo Nox2-/yapoE-/- mostrou que 

a deleção da Nox2 foi associada com redução na produção de O2
.-, significante 

melhora da biodisponibilidade de NO e discreta redução da placa aterosclerótica ao 

longo do comprimento da aorta, demonstrando a importância da Nox2 nos estágios 

iniciais do desenvolvimento da aterosclerose (Judkins et al. 2010). 

 

1.4. Superóxido Dismutase (SOD) e função endotelial 

 

A superóxido dismutase (SOD) é o principal sistema de defesa 

antioxidante contra o O2
.- (Fukai & Ushio-Fukai 2011). A SOD dismuta o O2

.- em 

H2O2 e O2, sendo o H2O2 decomposto em H2O e O2 por ação de enzimas como a 

catalase, a glutationa peroxidase ou peroxirredoxinas (Fukai & Ushio-Fukai 2011). 
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Uma inadequada remoção e/ou aumento na produção de O2
.- resulta em estresse 

oxidativo, que tem sido implicado na fisiopatologia de doenças cardiovasculares, 

incluindo aterosclerose, hipertensão, diabetes e insuficiência cardíaca (Bogdan et al. 

2000). Como já mensionado anteriormente, o O2
.- pode rapidamente reagir com o 

NO formando ONOO- um potente oxidante, sendo esta reação uma importante 

condição que leva a disfunção endotelial (Guzik & Harrison 2006, Madamanchi & 

Runge 2007). Em mamíferos existem três isoformas da SOD: uma cobre-zinco 

citoplasmática conhecida como CuZn-SOD ou SOD1, uma mitocondrial conhecida 

como manganês SOD (Mn-SOD ou SOD2) e uma cobre-zinco extracelular 

conhecida como ecSOD ou SOD3. Cada isoforma é produto de genes distintos, 

entretanto catalisam a mesma reação (Fukai & Ushio-Fukai 2011). 

Elevadas concentrações de SOD3 são encontradas entre a camada 

endotelial e de músculo liso vascular, local onde o NO derivado do endotélio 

atravessa para estimular o relaxamento do músculo liso (Oury et al. 1996). Devido à 

sua localização, a SOD3 apresenta papel crítico na prevenção da destruição do NO 

liberado pelo endotélio, evidenciando a importância da SOD3 para a regulação da 

biodisponibilidade de NO (Fukai & Ushio-Fukai 2011). Estudos têm associado 

redução na expressão de SOD3 com agravamento da doença arterial coronariana e 

aterosclerose (Fukai et al. 1998). No mesmo sentido, a deficiência de SOD2 parece 

ser responsável pela disfunção endotelial devido ao aumento de O2
.- e dano 

mitocondrial crônico em camundongos apoE-/- (Ohashi et al. 2006). Camundongos 

idosos heterozigotos para SOD2 (SOD2+/-) apresentaram prejuízo no relaxamento 

vascular e elevados níveis de produção de EROs mitocondrial, sugerindo que a 

formação de radicais pela mitocôndria contribui significativamente para a disfunção 

endotelial relacionada ao envelhecimento (Wenzel et al. 2008). Resultados 

parecidos foram encontrados para SOD1, camundongos deficientes de SOD1 

apresentaram prejuízo na função vascular associado com aumento de O2
.- (Didion et 

al. 2002). Por outro lado, uma superexpressão de SOD1 em camundongos apoE-/- 

resultou em retardo no desenvolvimento da aterosclerose (Fang et al. 1998). Em 

adição, camundongos LDLr-/- deficientes de leptina (LDLr-/-ob/ob-/-) com 24 semanas 

de idade apresentaram redução na expressão gênica de SOD1 associada ao 

aumento da deposição de LDLox em placas ateroscleróticas localizadas na aorta 

(Verreth et al. 2007). 
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1.5. Treinamento físico, aterosclerose e disfunção endotelial 

 

A American Heart Association (AHA) e o American College of Sports 

Medicine (ACSM) lançaram orientações recomendando atividades físicas aeróbicas 

e de resistência para indivíduos com idade entre 18 e 65 anos com objetivo de 

manter a saúde, reduzir o risco de doenças crônicas, e gerenciar atuais fatores de 

risco cardiovascular, incluindo a hipercolesterolemia (Haskell et al. 2007). O 

treinamento físico apresenta ação no sistema cardiovascular sendo importante 

alternativa ou complementação para restaurar a função endotelial na 

hipercolesterolemia ou em doenças ateroscleróticas periféricas. Muitos trabalhos 

demonstraram em diversos modelos experimentais que o exercício físico aeróbio 

apresenta efeitos benéficos no estresse oxidativo e no perfil lipídico, e 

consequentemente no desenvolvimento da aterosclerose (Yang et al. 2003; 

Ramachandran et al. 2005; Teodoro et al. 2012). 

Durante a atividade física aeróbia ocorrem alterações hemodinâmicas que 

incluem aumento na frequência cardíaca, débito cardíaco e fluxo sanguíneo, fatores 

que contribuem para os efeitos benéficos do exercício. Essas alterações 

hemodinâmicas podem estar relacionadas às modificações benéficas encontradas 

na estrutura e função vascular resultantes da prática de atividade física (Newcomwe 

et al. 2011). O aumento no fluxo sanguíneo durante o exercício gera uma força de 

cisalhamento (do inglês “shear stress”) na parede do vaso, que apresenta papel 

protetor na função endotelial e no desenvolvimento da aterosclerose (Newcomwe et 

al. 2011; Bretón-Romero et al. 2012). São descritos diversos efeitos benéficos do 

shear stress laminar sobre a função endotelial, dentre eles aumento na expressão 

gênica, proteica e da atividade da eNOS, redução na biodisponibilidade de 

endotelina-1 e aumento na produção de NO e H2O2 em cultura células endoteliais 

(Miller et al. 1992; Nadaud et al. 1996; Bretón-Romero et al. 2012). 

Além disso, os efeitos benéficos do exercício aeróbio crônico podem 

incluir aumento da defesa antioxidante e da biodisponibilidade ou produção de NO, 

redução basal de oxidantes e de fatores inflamatórios (Napoli et al. 2006; Stapleton 

et al. 2010; Barhoumi et al. 2014). Em coelhos com hipercolesterolemia induzida por 

dieta com 2% de colesterol por 8 semanas, um programa de exercício aeróbio em 

esteira melhorou o relaxamento dependente do endotélio na aorta torácica, diminuiu 



34 

 

a espessura da camada íntima da aorta e reduziu a expressão de moléculas de 

adesão como VCAM-1, P-Selectina, MCP-1 e também a expressão de iNOS (Yang 

et al. 2003). Em aorta de camundongos hipercolesterolêmicos, alimentados com 

dieta tipo Western, o treinamento de longa duração, moderado e graduado, foi capaz 

de reduzir a lesão aterosclerótica, combater o estresse oxidativo, aumentar a 

expressão proteica da eNOS e a biodisponibilidade de NO (Napoli et al. 2004; 2006). 

Reforçando esses dados, em camundongos LDLr-/- com lesão aterosclerótica 

estabelecida induzida por dieta hiperlipídica, o treinamento físico em esteira de baixa 

e de moderada intensidade promoveu redução na lesão aterosclerótica, aumento 

nos níveis plasmáticos de lipoproteína de alta densidade (HDL) e melhora no 

balanço oxidativo hepático, caracterizado por aumento de SOD 3, catalase e 

glutationa peroxidase, além de redução da peroxidação lipídica (Teodoro et al. 

2012). Corroborando estes dados, um programa de treinamento físico de natação 

por 9 semanas foi capaz de melhorar o relaxamento dependente do endotélio em 

camundongos apoE-/- alimentados com dieta com alto teor de gordura e colesterol 

(Pellegrin et al. 2007). 

Sabe-se que dietas do tipo Western podem induzir dislipidemia e acelerar 

o processo aterosclerótico, porém estes efeitos estão associados à indução de 

obesidade, resistência à insulina e diabetes (Meilhac et al. 2001; Napoli et al. 2004; 

Pellegrin et al. 2007; de Oliveira et al. 2014). Estudos prévios demonstraram que o 

exercício físico aeróbio crônico em esteira é capaz de apresentar efeitos benéficos 

na função endotelial, no remodelamento vascular e na melhora da via da eNOS/NO 

em diferentes vasos como aorta, artéria mesentérica, artéria femoral e coronária em 

modelos experimentais de obesidade e diabetes tipo II sem aterosclerose (de 

Moraes et al. 2008; Delbin et al. 2012; Trask et al. 2012). Entretanto, não está claro 

se um protocolo de treinamento físico poderia ser benéfico para a disfunção 

endotelial encontrada no estágio inicial do desenvolvimento da aterosclerose, 

independente dos fatores prejudiciais adicionais de uma dieta tipo Western. 

Todos os estudos acima citados deixam claro o importante papel dos 

diferentes tipos e modalidades de treinamento físico em melhorar diversos 

parâmetros na função vascular, inflamação e estresse oxidativo nos estágios mais 

avançados da doença aterosclerótica. Porém, um possível papel do treinamento 

físico aeróbio nas fases iniciais da doença aterosclerótica associada ao quadro de 

hipercolesterolemia, como apresentado por pacientes com HF, não é claro na 
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literatura. Além do mais, não há estudos que associem um papel do exercício físico 

à maior expressão e/ou atividade da nNOS, assim como na produção de H2O2 na 

aterosclerose. Recentemente demostrou-se um aumento da expressão da nNOS e 

da função vascular em segmentos da artéria mesentérica de ratos obesos 

submetidos a treinamento físico aeróbio por 8 semanas (Sastre et al. 2015) e de 

ratos espontaneamente hipertensos submetidos a treinamento físico em esteira por 

8 semanas (Blanco-Rivero et al. 2013). Assim, no presente trabalho levantamos a 

hipótese de que o exercício físico aeróbio poderia aumentar a expressão da nNOS e 

a produção de H2O2 em aorta de camundongos LDLr-/- nos estágios iniciais da 

aterosclerose. 

 

1.6. Camundongos hipercolesterolêmicos por deficiência genética 

(knockout do gene) do receptor de LDL (LDLr-/-) 

 

Diversos modelos de aterosclerose em camundongos têm sido utilizados 

para investigar o desenvolvimento e a progressão da lesão aterosclerótica (Getz et 

al. 2006). Dentre estes modelos, destacam-se os camundongos knockout para o 

gene da apolipoproteína E (apoE-/-) e os camundongos knockout para o receptor de 

LDL (LDLr-/-). Os primeiros desenvolvem dislipidemia severa, uma vez que a apoE é 

responsável pela remoção da LDL circulante. Além disso, mesmo sem a 

administração de dietas aterogênicas, esses camundongos desenvolvem placas 

ateroscleróticas espontaneamente (Coleman et al. 2006). Já os camundongos LDLr-/-

, que foram desenvolvidos por Ishibashi e cols. (1993), mimetizam a HF humana 

devido a deficiência induzida do gene do LDLr, que resulta em aumento da 

concentração de LDL no soro e, sob dieta aterogênica, no desenvolvimento de lesão 

aterosclerótica progressiva (Zaragoza et al. 2011). Uma das principais vias de 

entrada do colesterol nas diferentes células do organismo é através do receptor de 

LDL, assim, defeitos genéticos neste receptor resultam em hipercolesterolemia e 

aterosclerose precoce em seres humanos (Brown & Goldstein 1986). Além disso, 

células de vários tecidos destes camundongos encontram-se sob estresse oxidativo 

de origem mitocondrial (Oliveira et al. 2005). Segundo Oliveira et al. 2005, o 

aumento de geração de EROs mitocondrial foi relacionada à redução na capacidade 

antioxidante das mitocôndrias, que apresentaram redução no conteúdo de NADPH, 
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principal redutor para reconstituição do sistema enzimático glutationa 

redutase/peroxidase. 

Os camundongos LDLr-/- quando alimentados com dieta padrão 

apresentam concentração plasmática de colesterol por volta de 300 mg/dl, o que 

representa um aumento de aproximadamente 3 vezes da concentração encontrada 

nos camundongos selvagens (Hasty et al. 2001; Veniant et al. 2001). Ainda sem a 

utilização de dietas aterogênicas esses camundongos com 20 semanas de idade já 

apresentam deposição lipídica no seio aórtico, porém sem desenvolvimento de 

placas ateroscleróticas ao longo da aorta descendente, que caracterizam os 

estágios mais avançados da doença (Ishibashi et al. 1993; Dorighello et al. 2014). 

Por outro lado, quando os camundongos LDLr-/- são alimentados com dietas 

hiperlipídicas ou hipercolesterolêmicas apresentam concentrações de colesterol total 

circulante por volta de 1500 mg/dl, com consequente aceleração e agravamento do 

desenvolvimento da lesão aterosclerótica (Krieger et al. 2006; Hort et al. 2012). 

Em aorta de camundongos LDLr-/- com 10 semanas de vida alimentados 

com dieta padrão não há alteração significativa da resposta de relaxamento 

dependente do endotélio induzida por acetilcolina ou pelo doador de NO 

nitroprussiato de sódio (Langbein et al. 2015a). Porém, a resposta relaxante da 

acetilcolina encontra-se prejudicada após a 12ª (Rabelo et al. 2003) e na 24ª 

semana de vida (Langbein et al. 2015b). O mesmo padrão de resposta foi observado 

na aorta dos camundongos LDLr-/- alimentados com dieta tipo Western por 4 (Hort et 

al. 2011; 2012; Minatti et al. 2012), 10 (Steioff et al. 2005), ou 20 semanas (Lengbein 

et al. 2015b), a despeito do desenvolvimento do ateroma. Entretanto, um aspecto 

importante a ser levado em consideração é que a administração de dietas tipo 

Western, além de agravarem a dislipidemia nos modelos genéticos de aterosclerose, 

podem induzir obesidade, hiperglicemia, resistência à insulina, hipertensão arterial e 

aterosclerose (Meilhac et al. 2001; Napoli et al. 2004; Pellegrin et al. 2007; de 

Oliveira et al. 2014). Estes fatores influenciam a função endotelial por diferentes 

mecanismos e assim dificultam o entendimento da patogênese da doença 

aterosclerótica na HF.  

 

  



37 

 

2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

Apesar de bem esclarecidos os efeitos benéficos do exercício físico 

aeróbio na prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares, muitos dos 

mecanismos de ação ainda permanecem desconhecidos. Mais especificamente 

relacionado à aterosclerose, vários trabalhos mostraram a eficiência de diferentes 

modalidades (esteira ou natação) de treinamento físico na redução ou prevenção do 

desenvolvimento da placa aterosclerótica. Este efeito é associado à redução de 

marcadores inflamatórios ou EROs, ou ainda ao aumento na produção e 

biodisponibilidade de NO e de enzimas antioxidantes, benefícios também 

observados para outras doenças cardio-metabólicas associadas com diferentes 

fatores de risco. Porém, pouco se sabe sobre o possível papel do exercício físico 

aeróbio na prevenção da doença aterosclerótica associada à hipercolesterolemia 

causada pela disfunção do LDLr, de fundamental importância para pacientes com 

HF.  

A disfunção endotelial que começa a aparecer por volta do estágio II do 

desenvolvimento da aterosclerose, ou seja, antes do desenvolvimento do ateroma, é 

caracterizada por redução do relaxamento dependente do endotélio à acetilcolina. 

Sendo assim, uma das propostas do presente trabalho foi avaliar o efeito do 

treinamento físico aeróbio realizado em esteira rolante na prevenção da disfunção 

endotelial em camundongos LDLr-/- modelo experimental de HF, alimentados com 

dieta padrão. Para tal, o protocolo de treinamento foi iniciado nos animais com 12 

semanas de vida, que representa um período no qual a placa aterosclerótica é 

mínima ao longo da aorta neste modelo experimental (Lichtman et al. 1999; Ma et al. 

2012; Wrobel et al. 2013). 

De forma inovadora avaliamos também o efeito da interferência do 

exercício físico aeróbio na expressão proteica da nNOS e na produção de H2O2 em 

aorta de camundongos hipercolesterolêmicos. Esse mecanismo destaca-se devido a 

propriedade antiaterogênica récem-demonstrada para o H2O2 (Langbein et al. 

2015a; Gray et al. 2016), assim como a nNOS como fonte de produção endotelial 

deste fator (Capettini et al. 2011). Embora tenha sido sugerida a participação da 

nNOS e do H2O2 na disfunção endotelial associada à aterosclerose em modelos 
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experimentais, não existem trabalhos na literatura que mostrem os possíveis efeitos 

benéficos do treinamento físico nesta via.  

Em suma, no presente trabalho levantamos a hipótese de que o exercício 

físico aeróbio poderia ser preventivo na disfunção endotelial que precede o 

desenvolvimento da doença aterosclerótica, por aumentar a produção de NO e H2O2 

concomitante com redução dos níveis de ânion superóxido, que em conjunto 

caracterizariam uma melhora do equilíbrio redox em aorta de camundongos LDLr-/- 

hipercolesterolêmicos.  
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3. OBJETIVO 

 

 

Investigar os efeitos vasculares de um programa de treinamento físico 

aeróbio em camundongos LDLr-/-, modelo de hipercolesterolemia genética, com 

ênfase nos mecanismos associados à produção de NO, H2O2 e ânion superóxido. 
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Abstract 
Background: Endothelial dysfunction associated with hypercholesterolemia is an 
early event in atherosclerosis characterized by redox imbalance associated with high 
superoxide production and reduced nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide (H2O2) 
production. Aerobic exercise training (Ex) has been demonstrated to ameliorate 
atherosclerotic lesions and oxidative stress in advanced atherosclerosis. However, 
whether Ex protects against the early mechanisms of endothelial dysfunction in 
familial hypercholesterolemia remains unclear. This study investigated the effects of 
Ex on endothelial dysfunction and vascular redox status in the aortas of LDL receptor 
knockout mice (LDLr-/-), a genetic model of familial hypercholesterolemia.  
Methods: Twelve-week-old C57BL/6J (WT) and LDLr-/- mice were divided into 
sedentary and exercised (Ex on a treadmill 1 h/5× per week) groups for 4 weeks. 
Changes in lipid profiles, endothelial function, and aortic NO, H2O2 and superoxide 
production were examined. 
Results: Total cholesterol and triglycerides were increased in sedentary and 
exercised LDLr-/- mice. Endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine 
was impaired in aortas of sedentary LDLr-/- mice but not in the exercised group. 
Inhibition of NO synthase (NOS) activity or H2O2 decomposition by catalase 
abolished the differences in the acetylcholine response between the animals. No 
changes were noted in the relaxation response induced by NO donor sodium 
nitroprusside or H2O2. Neuronal NOS expression and endothelial NOS 
phosphorylation (Ser1177), as well as NO and H2O2 production, were reduced in 
aortas of sedentary LDLr-/- mice and restored by Ex. Incubation with apocynin 
increased acetylcholine-induced relaxation in sedentary, but not exercised LDLr-/- 
mice, suggesting a minor participation of NADPH oxidase in the endothelium-
dependent relaxation after Ex. Consistent with these findings, Nox2 expression and 
superoxide production were reduced in the aortas of exercised compared to 
sedentary LDLr-/- mice. Furthermore, the aortas of sedentary LDLr-/- mice showed 
reduced expression of superoxide dismutase (SOD) isoforms and minor participation 
of Cu/Zn-dependent SODs in acetylcholine-induced, endothelium-dependent 
relaxation, abnormalities that were partially attenuated in exercised LDLr-/- mice.  
Conclusion: The data gathered by this study suggest aerobic physical training as a 
potential non-pharmacological therapy in the prevention of very early endothelial 
dysfunction and redox imbalance in familial hypercholesterolemia via increases in 
NO bioavailability and H2O2 production. 
 
Keywords: Aerobic exercise training; LDL receptor-deficient mice; familial 
hypercholesterolemia; endothelial dysfunction; nitric oxide synthase; hydrogen 
peroxide; superoxide dismutase. 
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Introdution 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder characterized by 

high concentrations of low-density lipoprotein (LDL), resulting in premature 

development of atherosclerosis and its vascular complications [1]. Endothelial 

dysfunction has been described as an important early marker of atherosclerosis 

preceding atheroma formation and is characterized by impaired vasodilatation [2]. 

Therefore, non-pharmacological strategies preventing the onset of endothelial 

dysfunction may protect against the acceleration of atherosclerosis in FH. 

LDL receptor knockout (LDLr-/-) mice are a genetic model of 

hypercholesterolemia that mimics human FH [3]. It is accepted that LDLr-/- mice fed a 

chow diet develop small lesions in the aortic root and impaired endothelium-

dependent relaxation in the thoracic aorta [4,5], despite lacking atherosclerotic 

plaques throughout the descending aorta [6-8]. In this model of genetic 

hypercholesterolemia, endothelial dysfunction is associated with impaired hydrogen 

peroxide (H2O2) production [4]. Similar to the effects of endothelial NOS (eNOS)-

derived nitric oxide (NO), H2O2 production by neuronal nitric oxide synthase (nNOS) 

contributes to endothelium-dependent relaxation in the mouse aorta [9]. Furthermore, 

increased NADPH oxidase Nox2-derived superoxide anion production, together with 

a reduction in NO bioavailability, is often found to contribute to the development of 

atherosclerosis in humans and experimental models [10-12]. Thus, reactive oxygen 

species (ROS) participate in the pathogenesis of atherosclerotic disease via multiple 

pathways.  

It is well established that aerobic exercise training promotes vascular 

beneficial effects, mitigating the risk of cardiovascular disease [2]. Aerobic exercise 

training has been demonstrated to improve oxidative stress and endothelium-

dependent relaxation, delaying the progression of vascular injury in atherosclerosis-

prone model apolipoprotein E knockout mice (ApoE-/-) fed a high-fat and cholesterol 

diet [11,13]. Atherogenic diets are often associated with metabolic disorders, 

including obesity and type II diabetes. Previous studies have demonstrated that 

treadmill training improves endothelial dependent-relaxation [14], oxidative stress 

[15], NO release and nNOS expression [16] in obese non-atherosclerosis-prone rats. 

However, the potential beneficial effects of aerobic exercise training in the early 
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stages of atherosclerosis, independent of atherogenic diet-induced confounding 

factors, are unclear. Recently, Langbein et al. (2015) [5] demonstrated that voluntary 

physical activity was not able to improve endothelial dysfunction in aortas from LDLr-/- 

mice fed a standard or high-fat diet. However, it is still unknown whether or not an 

aerobic exercise training program can modulate endothelial function and vascular 

redox status in aortas from LDLr-/- mice.  

Therefore, in the present study, we investigated the effect of treadmill 

training on impaired endothelium-induced relaxation in LDLr-/- mice, focusing on the 

effects of vascular production of the superoxide anion, NO, and H2O2. 
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Materials and methods 

 

Animals 

 

All experimental protocols were approved (protocol number: 3631-1) by 

the Ethics Committee on Animal Use of the University of Campinas (CEUA-

UNICAMP, Campinas-SP, Brazil) and conformed to the ethical principles for animal 

experimentation adopted by the Brazilian Society of Laboratory Animal Science 

(SBCAL/COBEA). LDL receptor knockout (LDLr-/-) mice and wild-type (WT) mice 

(C57BL6/J) were purchased from the Jackson Laboratory; the strains are now 

maintained by breeding in the Multidisciplinary Center for Biological Research 

(CEMIB) of UNICAMP with genotypic control. The mice were housed at a constant 

room temperature (22 - 24°C) and light cycle (12:12 h light:dark). All mice were fed a 

chow diet. Food and water were provided ad libitum to all animals. 

WT and LDLr-/- mice (12-week-old) were divided into four experimental 

groups: sedentary and exercised WT (WT S and WT Ex, respectively) and sedentary 

and exercised LDLr-/- (LDLr-/- S and LDLr-/- Ex, respectively). 

 

Aerobic exercise protocol 

 

Animals were trained on a treadmill with individual lanes designed for 

small animals, without electrical stimulation (Gesan, Sao Paulo-SP, Brazil). One 

week before starting the exercise program, the mice were subjected to a treadmill 

adaptation protocol in an attempt to minimize potential stress; this consisted of daily 

runs beginning at 10 meters/minute (m/min) for 10 min on the first day and was 

progressively increased to 10 m/min for 30 min. Only the animals that adapted to the 

treadmill were used in the present study. After four days of adaptation, the intensity 

of the exercise training was determined according to an acute incremental exercise 

test on the treadmill [17], where the intensity of exercise was increased by 3.3 m/min 

(5 - 38.3 m/min) every 3 min at a 0% gradient until the point of exhaustion (defined as 

an inability to maintain running speed). The maximal speed was used to calculate the 

percentage corresponding to moderate intensity (60-70% of maximal speed). At the 

beginning of the training program, the duration and speed started at 10 m/min for 30 
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min and were progressively increased to 60 min at a speed of 15.0 - 16.6 m/min, 5 

days/week for 4 weeks, at a 0% gradient. All animals were trained between 7:00 a.m. 

and 10:00 a.m. 

To evaluate the effectiveness of the training program, sedentary and 

exercised mice were subjected to an acute incremental exercise test on the treadmill 

during the last week of the study. This test provided the total distance, total time, and 

maximal speed run for each animal. 

 

Serum biochemical analysis 

 

At the end of the training protocol, 48 h after the last exercise session and 

after 12 h of fasting, blood samples were collected from the tail vein, and blood 

glucose was measured using a hand-held glucometer (Accu-Chek Advantage, Roche 

Diagnostics, Sao Paulo, Brazil). Immediately thereafter, the mice were anesthetized 

(5 g/kg urethane, i.p.), and blood samples were obtained by cardiac puncture and 

centrifuged (8000 g, for 15 min); serum supernatants were subsequently collected for 

biochemical analysis. Total cholesterol (CHOL) and triglyceride (TG) levels were 

measured using standard commercial kits (Chod-Pap, Roche Diagnostic GmbH, 

Mannheim, Germany); the absorbance for CHOL and TG was measured at 492 nm. 

 

Vascular reactivity study 

 

Thoracic aortas were cut into segments (2 mm in length), free of adipose 

and connective tissue, and then mounted in an isolated tissue chamber containing 

Krebs-Henseleit solution (in mM: 118 NaCl, 4.7 KCl, 25 NaHCO3, 2.5 CaCl2-2H2O, 

1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4-7H2O, 11 glucose, and 0.01 EDTA) and gassed with 95% O2 

and 5% CO2. The rings were maintained at a resting tension of 0.5 g at 37°C, pH = 

7.4, as previously described [18]. Isometric tension was recorded using an isometric 

force transducer (MLT0420, ADInstruments, Sydney, Australia) connected to an 

acquisition PowerLab 8/30 system for tension recordings (LabChart 7, 

ADInstruments). After a 60 min equilibration period, the aortic rings were exposed to 

125 mM KCl to determine the maximal tension. After washout, relaxation 

concentration-response curves to acetylcholine (ACh, 1 nM - 30 µM, Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, MO, USA), NO-donor sodium nitroprusside (10 pM - 3 µM, Sigma-
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Aldrich, Saint Louis, MO, USA), or exogenous H2O2 (1 µM – 3 mM, Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, MO, USA) were generated for the aortic rings contracted with U46619 

(Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) until 50 - 70% of maximum contraction 

with 125 mM KCl was reached. Some aortic rings were incubated for 30 min with the 

nonselective NOS inhibitor N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 µM, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA), the NADPH oxidase inhibitor apocynin (30 µM, 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), the SOD inhibitor diethyldithiocarbamate 

(DETCA, 1 mM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), the nNOS inhibitor 7-

nitroindazole (7-NI, 100 µM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), or catalase (800 

U/ml, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) before the relaxation response curves to 

ACh were generated. 

 

Western blotting analyses 

 

Protein extracts were obtained from isolated thoracic aortas homogenized 

in RIPA lysis buffer (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) containing 

phenylmethylsulfonyl fluoride (1 mM PMSF), Na3VO4 (1 mM) and a protease inhibitor 

cocktail (2 μL/mL PIC). To investigate the eNOS dimer:monomer ratio, aortas were 

lysed in buffer (50 mmol/L Tris-HCl pH = 8.0; 0.2% Nonidet P-40; 180 mmol/ L NaCl; 

0.5 mmol/L EDTA; 25 mmol/L phenylmethylsulphonyl fluoride; 0.1 mmol/L 

dithiothreitol; and protease inhibitors). Protein samples (40 µg) were 

electrophoretically separated by SDS-PAGE (4 - 15% Mini-Protean TGX, BioRad, 

CA, USA) at room temperature. To analyze eNOS dimerization, non-boiled samples 

(50 µg) were resolved by 6% SDS-PAGE at 4°C. Next, the proteins were transferred 

onto polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (GE Healthcare, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK) overnight at 4°C using a Mini Trans-Blot Cell System (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA), as previously described [18]. The membranes were 

subsequently blocked for 90 minutes at room temperature with 5% albumin in Tris-

buffer (10 mM Tris, 100 mM NaCl and 0.1% Tween 20) and then incubated overnight 

at 4°C with the following primary antibodies: anti-eNOS (1:1000; BD Transduction, 

Franklin Lakes, NJ, USA), anti-p-eNOS Ser1177 (1:500; Cell Signaling), anti-nNOS 

(1:1000; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-CuZn-SOD (1:1000, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA), anti-Mn-SOD (1:1000, Enzo Life Sciences, 

Farmingdale, NY, USA), anti-EC-SOD (1:500, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, 
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USA), anti-Nox2 (1:1000 Millipore, Billerica, MA, USA) and anti-catalase (1:1000, 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Membranes containing non-boiled samples 

were incubated with anti-eNOS (1:750, BD Transduction, Franklin Lakes, NJ, USA). 

α-actin (primary antibody 1:5000, Abcam, Cambridge, UK) was used to normalize the 

expression of the evaluated proteins in each sample. After washing with Tris-buffer, 

the membranes were incubated for 90 min with a peroxidase-conjugated IgG 

antibody, according to each primary antibody used. Protein expression was detected 

using the Pierce ECL (Electrochemiluminescence) kit. Western Blotting Substrate 

(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) was used for chemiluminescent detection 

using Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare, NY, USA) hardware and software, 

according to the manufacturer’s instructions. The intensity of the blots was quantified 

using ImageJ 1.46p software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 

Next, eNOS dimerization of the dimer (260 kDa) to monomer (130 kDa) ratio was 

calculated. 

 

NO production 

 

NO production was evaluated using the NO-sensitive fluorescent dye 4,5-

diaminofluorescein diacetate (DAF-2A), as previously described [19]. Thoracic aortic 

rings (approximately 3 mm in length) were embedded in a cryoprotectant freezing 

medium (Tissue-Tek® O.C.T compound 4583, Torrance, CA, USA) to obtain 

transverse sections (10 μm) using a cryostat. The slices were equilibrated for 10 min 

in a phosphate buffer (PB 0.1 mM, pH = 7.4) containing CaCl2 (0.45 mM) at 37°C. 

Next, DAF-2A (8 μM) was topically applied to the slices, and they were maintained 

for 30 min in a light-protected humidified chamber. Digital images were obtained 

using a microscope (Eclipse Ti-S, Nikon, Tokyo, Japan) equipped for epifluorescence 

with a standard fluorescein filter with a 20× objective. The images were analyzed 

using ImageJ 1.46p software by measuring the mean optical density of the 

fluorescence. 

 

H2O2 production  

 

Extracellular H2O2 was detected using Amplex Red [20]. To achieve this, 

four aortic rings (1.5 mm) were placed in a well of a 96-well dark plate and incubated 



48 

 

with Amplex Red (10 μmol/L) and horseradish peroxidase (0.2 U/mL) for 60 minutes 

at 37°C in Krebs Ringer's phosphate glucose buffer (in mmol/L: 145 NaCl, 5.7 

sodium phosphate, 4.86 KCl, 0.54 CaCl2, 1.22 MgSO4, and 5.5 glucose) protected 

from light. Fluorescence was detected at 590 nm using an excitation of 530 nm every 

5 minutes for 60 minutes. H2O2 was expressed as fluorescence per minute. In some 

experiments, catalase (200 U/mL) was added to the tissue samples. 

 

Superoxide anion detection 

 

Hydroethidine was used as an oxidative fluorescent dye [18]. Transverse 

aortic sections (10 µm) obtained in a cryostat were incubated at 37°C for 10 min with 

phosphate buffer. Hydroethidine (5 µM) was topically applied to each tissue section, 

and the slides were incubated in a light-protected, humidified chamber at 37°C for 30 

min. Some aortic slices were incubated with phosphate buffer containing the 

membrane-permeable superoxide dismutase (SOD) mimetic Mn (III) tetrakis (1-

methyl-4-pyridyl) porphyrin pentachloride (MnTMPyP, 25 µM, Calbiochem, San 

Diego, CA, USA), apocynin (30 µM, 30 min), or vehicle (deionized water; time 

controls). Images were obtained using an optical microscope (Eclipse Ti-S, Nikon, 

Tokyo Japan) equipped with a rhodamine filter and camera (DS-U3, Nikon, Tokyo, 

Japan), using a 40× objective. The images were analyzed using ImageJ 1.46p 

software by measuring the mean optical density of the fluorescence. 

 

Statistical analysis 

 

The results are expressed as the mean ± SEM. Data were analyzed using 

two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test using GraphPad Prism 5.0 

software. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. 
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Results 

 

Physical performance, body weight and serum biochemical parameters in 

sedentary and trained mice  

 

All groups presented similar responses to the acute incremental exercise 

test before the start of exercise training (Table 1). Exercised mice exhibited 

increased total time (minutes, approximately 50%), total distance (meters, 

approximately 100%) and maximal speed (meters/minutes, approximately 35%) 

values in the final incremental exercise test compared with the respective sedentary 

groups (Table 1). These results confirmed the effectiveness of the exercise training 

protocol in improving physical performance in both the WT Ex and the LDLr-/- Ex 

groups. No differences were observed between the WT and LDLr-/- groups after 

training (Table 1). 

Body weights were similar in all groups at the initial time of the study. After 

the protocol, exercise training decreased body weight in both the WT Ex (8%) and 

the LDLr-/- Ex (12%) groups compared with the WT S and the LDLr-/- S groups (Table 

2). The LDLr-/- S mice exhibited approximately 3-fold higher CHOL and TG levels 

than the WT S mice. Exercise training did not modify CHOL or TG levels in either the 

WT Ex or the LDLr-/- Ex groups (Table 2). Fasting glucose levels were not different 

among the groups (Table 2). 

 

Aerobic exercise training prevented endothelial dysfunction in the thoracic 

aorta of LDLr-/- mice 

 

The aorta of LDLr-/- S mice showed reduced endothelium-dependent 

relaxation in response to ACh compared with that of WT S mice, which was fully 

prevented by exercise training (Fig. 1A). No significant differences in sodium 

nitroprusside-induced relaxation or H2O2-induced relaxation were observed between 

the experimental groups, suggesting that neither LDLr deficiency or 4 weeks of 

physical exercise interferes with aortic smooth muscle sensitivity to NO and H2O2 

(Fig. 1B-C). Endothelial dysfunction was observed in LDLr-/- S mice despite the lack 

of evidence of fat deposition in the descending thoracic aorta (data not shown). 
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Aerobic exercise improves affected NO and H2O2 production in LDLr-/- mice  

 

As ACh stimulates endothelial eNOS-derived NO and nNOS-derived H2O2 

production in the mouse aorta [9], we incubated aortic rings with the non-selective 

NOS inhibitor L-NAME or with the nNOS inhibitor 7-nitroindazole (7-NI). L-NAME 

reduced ACh-induced relaxation in all groups (Fig. 2A-B), abolishing the differences 

between WT S and LDLr-/- S mice (Fig. 2A). The effect of L-NAME in reducing the 

maximum vasodilator effect (Emax) of ACh was less significant in LDLr-/- S than in WT 

S mice; aerobic training reversed this effect (Fig. 2A-C). 7-NI significantly reduced 

ACh-induced relaxation, but to a lesser extent than L-NAME, demonstrating the 

specific role of nNOS in this process (Fig. 2D-E). In contrast to the other groups, the 

Emax of ACh in the aortas of LDLr-/-S mice was not modified by the nNOS inhibitor 

(Fig. 2F). Together, these data suggest impairment of the NOS component of Ach-

induced relaxation in the aortas from LDLr-/- S, which is prevented by aerobic training. 

No differences were observed regarding the effects of L-NAME and 7-NI between the 

WT Ex and LDLr-/- Ex mice (Fig. 2B and 2E). 

To evaluate the participation of H2O2 in endothelium-dependent relaxation, 

some aortic rings were incubated with catalase, which decomposes H2O2. Catalase 

reduced the vasodilatory effect of ACh in all groups, abolishing the differences 

among them (Fig. 2G-H). The Emax graph in Fig. 2I shows that the inhibitory effect of 

catalase was less prominent in LDLr-/- S than in WT S mice, while no difference was 

found for LDLr-/- Ex compared with WT Ex mice (Fig. 2I). These data suggest that 

exercise training attenuates the effect of H2O2 on vasodilation in LDLr-deficient mice.  

Regarding the bioavailability of NO, DAF-2A fluorescence analysis 

revealed a significant reduction in NO levels in the aortas of LDLr-/- S mice compared 

with the aortas of WT S mice (Fig. 3A). In addition, H2O2 production evaluated by 

Amplex Red fluorescence was also significantly reduced in the aortas of LDLr-/- S 

mice (Fig. 3B). Exercise training prevented the reductions in both NO and H2O2 in 

LDLr-/- Ex mice but exerted no significant effects in WT Ex mice (Fig. 3A-B). The 

presence of catalase significantly reduced Amplex Red fluorescence, confirming 

H2O2 as the main factor evaluated using this technique (data not shown). 

The protein expression of total eNOS, Ser1177-phosphorylated eNOS, 

eNOS dimer, and total nNOS was significantly reduced in the aortas of the LDLr-/- S 
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group, compared with those of WT S group (Fig. A-C). Exercise training restored the 

expression of Ser1177-phosphorylated eNOS and total nNOS in LDLr-/- Ex mice (Fig. 

4A and 4C). The decreased eNOS dimerization in the aortas of LDLr-/- mice was not 

modified by exercise (Fig. 4B). In addition, the protein expression of catalase did not 

differ among the groups (Fig. 4D). 

 

Aerobic exercise reduces the synthesis and increases the degradation of the 

superoxide anion 

 

The participation of superoxide in the endothelial dysfunction of LDLr-/- 

mice was evaluated in rings incubated with the SOD inhibitor DETCA or the NADPH 

oxidase inhibitor apocynin. DETCA reduced the ACh-induced relaxation in all groups, 

indicating the importance of endogenous CuZn-SODs activity to endothelium-

dependent vasorelaxation in the mouse aorta (Fig. 5A-B). After SOD inhibition, no 

differences were found among the groups (Fig. 5A-B). Furthermore, the reduction in 

Emax to ACh induced by DETCA was less significant in LDLr-/- S than in WT S mice; 

Ex reversed this effect (Fig. 5C). These data revealed that the impaired SOD effect in 

the endothelium-dependent relaxation of LDLr-deficient mice is prevented by 

exercise training (Fig. 5A-C). Incubation with apocynin increased ACh-induced 

relaxation in LDLr-/- S mice, normalizing this response (Fig. 5D). No significant effect 

for apocynin was observed in the aortic rings of the WT S, WT Ex, and LDLr-/- Ex 

groups (Fig. 5D-F), indicating that physical training prevents against NADPH 

oxidase-induced endothelial dysfunction in the aorta of LDL-deficient mice. 

Next, we evaluated the expression of proteins related to the synthesis 

(NADPH oxidase Nox2) and degradation (SOD isoforms) of the superoxide anion. 

The NADPH oxidase Nox2 was up-regulated, while the protein expression of Cu/Zn-, 

Mn-, and EC-SOD were reduced in the aorta of the LDLr-/- S group (Fig. 6A-D). 

Exercise training normalized the alterations of Nox2 (Fig. 6A), Cu/Zn- (Fig. 6B), and 

EC-SOD (Fig. 6D) with respect to protein expression in LDLr-/- Ex mice.  

According to the above results, we evaluated vascular superoxide anion 

production. Increased fluorescence emitted by hydroethidine-derived oxidation 

products revealed increased ROS formation in aortic slices from LDLr-/- S compared 

with those from WT S mice, which was reversed by apocynin or exercise training 

(Fig. 7A-B). Incubation with the SOD mimetic MnTMPyP dramatically reduced the 
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fluorescence of hydroethidine in all groups (Fig. 7A), suggesting the superoxide 

anion as the major vascular ROS up-regulated by LDLr-deficiency and normalized by 

exercise.  
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Discussion 

 

This study investigated the protective mechanisms of exercise in 

preventing endothelial dysfunction during the early phase of atherosclerotic disease 

in LDLr-deficient mice. We found that 4 weeks of aerobic exercise training fully 

reversed the endothelial vasodilatory dysfunction observed in the aortas of LDLr-/- 

mice by improving NO bioavailability and H2O2 production. Aerobic exercise training 

increased the phosphorylation of eNOS and aortic expression of nNOS in LDLr-/- 

mice, suggesting that an up-regulation of the signaling pathways of constitutive 

isoforms of NOS should be involved in the vascular effects of physical training. 

Furthermore, the improvement of the vascular redox state in trained-LDLr-/- mice was 

associated with the up-regulation of the antioxidant defense exerted by SOD and the 

down-regulation of NADPH oxidase-derived superoxide production. The vascular 

benefits conferred by aerobic physical training occurred despite persistent 

hypercholesterolemia. Therefore, our data revealed that moderate physical exercise 

may be an effective non-pharmacological therapy for the early prevention of vascular 

complications of artery disease in FH. 

Endothelial dysfunction has been described in the aorta of LDLr-deficient 

mice fed a standard diet at 12 to 24 weeks of age [4,5]. Consistent with the findings 

of these previous studies, we observed impaired ACh-induced relaxation in the 

aortas of 16-week-old LDLr-/- mice. Previous studies have demonstrated that long 

periods of training (12 weeks) reduced preexisting atherosclerotic lesion area in 

arteries from LDLr-/- mice [21] and ApoE-/- mice [22] fed atherogenic diets. Because 

endothelial dysfunction is an important predictor of atherosclerosis development and 

future cardiovascular events, we evaluated the effect of aerobic exercise training in 

controlling this risk factor in a genetic background of hypercholesterolemia. 

Here, we report for the first time that 4 weeks of a treadmill-based physical 

training program fully prevented the early endothelial dysfunction found in the 

thoracic aortas of LDLr-/- mice without atherosclerotic plaques. In contrast, Langbein 

et al. (2015) [5] found that 20 weeks of voluntary running did not ameliorate 

endothelial dysfunction in LDLr-/- mice fed standard or high-fat diets. Importantly, 

these authors observed a decrease in mice spontaneous activity over time, which 

may cause a lack-of-exercise effect on endothelial function. Here, the effectiveness 
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of the training program was confirmed by the significant increases in total time, total 

distance, and maximal speed reached during the incremental test performed after the 

4-week training protocol in WT Ex mice and LDLr-/- Ex mice. 

It has been demonstrated that acute aerobic exercise is sufficient to 

activate eNOS in healthy endothelial cells of the mouse aorta; this effect occurs via a 

signaling pathway dependent on AMP-activated protein kinase activation (AMPK), 

resulting in Ser1177 eNOS phosphorylation, without changes in total eNOS 

expression or in Ser635 and Thr495 eNOS phosphorylation [23]. In the present 

study, we demonstrated that 4 weeks of exercise training reversed the reduction in 

Ser1177 eNOS phosphorylation, normalizing the levels of NO in the aortas of LDLr-/- 

mice to levels similar to those found in WT animals, without increasing the 

dimerization of eNOS. A similar mechanism was found in the left internal mammary 

arteries of 4-week exercise-trained patients with stable coronary artery disease [24]. 

Reduced eNOS dimerization may not necessarily be associated with eNOS 

uncoupling as other mechanisms are involved in electron transfer in eNOS domains 

[25]. Because endothelium-derived NO plays a protective role in the vasculature by 

inhibiting vascular smooth muscle cell proliferation and by suppressing the adhesion 

of inflammatory cells and platelets [26], exercise activates an important protective 

mechanism against the progression of atherosclerosis in genetic 

hypercholesterolemia. 

eNOS-derived NO and nNOS-derived H2O2 equally contribute to 

endothelium-dependent vasodilation of the mouse aorta [9]. In young LDLr-/- mice (10 

weeks old), increased H2O2 release may compensate for reduced eNOS expression 

in the aorta [27]. However, nNOS mRNA expression and H2O2 levels decreased with 

age [27] or in accelerated atherosclerosis [28]. H2O2 and nNOS are considered 

antiatherogenic factors [29, 30]. Gene deletion of nNOS in ApoE-/- mice accelerates 

atherosclerotic plaque formation [29], while overexpression of Nox4 forming H2O2 

reduces the expression of profibrotic and pro inflammatory markers inhibiting 

vascular remodeling in mice prone to atherosclerosis [30]. We found that reductions 

in the nNOS and H2O2 components of ACh-induced relaxation of the aorta in 16-

week-old LDLr-/- mice were reversed by physical exercise. No changes in relaxation 

with H2O2 or in the expression of vascular catalase were observed among the strains. 

Furthermore, exercise training prevented reductions in H2O2 production and nNOS 

expression in the aortas of LDLr-/- mice. This finding demonstrates the beneficial 
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effects of exercise training in the maintenance of endothelial function via the up-

regulation of nNOS-derived H2O2 in the genetic background of hypercholesterolemia. 

Recent studies have indicated the beneficial effects of exercise in 

increasing nNOS signaling in the cardiovascular system. Four weeks of treadmill 

exercise increased the expression and activity of eNOS and nNOS in the aorta and 

left ventricle of chronic heart failure rats, respectively [31]. Furthermore, 8 weeks of 

aerobic exercise resulted in nNOS overexpression in endothelium-denuded 

mesenteric arteries, enhancing the participation of nitrergic perivascular innervation 

in spontaneously hypertensive rats [32] and obese rats [16]. For the first time, we 

demonstrated that an aerobic exercise training program can up-regulate the 

antiatherogenic eNOS-NO and nNOS-H2O2 pathways, which is associated with 

amelioration of endothelial function in a genetic model of hypercholesterolemia.  

Reduced formation of H2O2 was associated with increased Nox2 

expression in atherosclerosis, but not with Nox1 expression [30]. Judkins et al. 

(2010) [12] first demonstrated a role for NADPH oxidase Nox2 in enhancing vascular 

ROS production, thereby reducing NO bioavailability and increasing lesion 

development in ApoE-/- mice. In addition, we noted up-regulation of Nox2 in the 

aortas of LDLr-/- S mice. Similarly, inhibition of NADPH oxidase or superoxide anion 

scavengers reversed endothelial dysfunction and the oxidative stress detected by 

hydroethidine product fluorescence in the aorta of LDLr-/- S mice, implicating Nox2-

derived superoxide in endothelial dysfunction in this hypercholesterolemic strain. 

Treadmill training reversed Nox2 up-regulation, as well as enhanced vascular 

NADPH oxidase-derived superoxide production. Our findings are consistent with the 

beneficial effects of 10-week exercise training normalizing Nox2 protein expression in 

the aortas of type 2 diabetic mice [33]. 

SOD isoforms represent a major defense against the inactivation of NO 

and peroxynitrite formation [34]. However, findings related to the expression of SODs 

in vessels of experimental models of atherosclerosis are controversial. EC-SOD 

activity and protein expression were found to be increased [35] or decreased [36] in 

ApoE-/- mice, whereas CuZn- and Mn-SOD were not modified [36]. Differences may 

be due to the type of Western diet and/or the stage of development of the 

atherosclerotic lesion. In the present study, we noted a reduction in the protein 

expression of the three isoforms of SOD in the early stages of atherosclerosis in 

LDLr-/- mice fed a standard diet. Inhibition of Cu-Zn dependent SODs activity 
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(cytoplasmatic CuZn SOD and EC-SOD) with DETCA, a powerful copper chelating 

agent, exerted a smaller effect on ACh-induced relaxation in LDLr-/- S mice compared 

with WT S mice. This finding serves as functional proof that down-regulation of Cu-

dependent SOD isoforms is a mechanism involved in endothelial dysfunction in 

genetic hypercholesterolemia. 

We observed that 4 weeks of treadmill exercise training normalized both 

cytoplasmic and extracellular CuZn-SODs expression, concomitant with 

normalization of the effects of DETCA on ACh-induced relaxation in the aortas of 

LDLr-deficient mice. These results demonstrated the up-regulation of CuZn-SODs as 

a vascular protective mechanism in endothelial dysfunction in hypercholesterolemia. 

Exercise training has been reported to increase vascular expression of CuZn-SOD in 

healthy [37] and obese animals [14,33]. However, the mechanism by which exercise 

enhances SOD expression in cardiovascular diseases is not clear, but Fukai et al. 

(2000) [38] have suggested that increased eNOS-derived NO is a feed-forward 

mechanism that up-regulates EC-SOD expression in adjacent vascular cells, which in 

turn increases NO bioavailability.  
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Conclusion  

 

Taken together, our results suggest that aerobic exercise training 

improves endothelial dysfunction in the aortas of LDLr-deficient mice via the up-

regulation of NO bioavailability and H2O2 production. These effects are associated 

with the up-regulation of p-eNOS, nNOS, and SOD isoforms and reduced Nox2-

derived superoxide anion production. The vasculo-protective effects of 4 weeks of 

physical training were observed in the early stages of atherosclerosis and were 

independent of changes in the dyslipidemic profile. Taken together, these data 

highlight aerobic exercise training as a potential early non-pharmacological therapy 

for the prevention of endothelial dysfunction and changes in vascular redox status in 

patients with FH. 
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Table 1. Incremental exercise test performed before (initial) and after (final) 4-

week sedentary (S) or exercise-trained (Ex) wild-type (WT) and LDL receptor 

knockout mice (LDLr-/-). 

 Initial  Final 

 WT S WT Ex LDLr-/- S LDLr-/- Ex  WT S WT Ex LDLr-/- S LDLr-/- Ex 

Time (min) 18 ± 0.5 18 ± 0.9 16 ± 0.6 17 ± 0.7  17 ± 0.6 26 ± 1.2 * 17 ± 0.7 26 ± 1.3 # 

Distance 
(m) 

243 ± 10 250 ± 22 208 ± 12 225 ± 15  223 ± 14 459 ± 38 * 220 ± 16 486 ± 42 # 

Max speed 
(m/min) 

24 ± 0.5 25 ± 0.8 22 ± 0.6 23 ± 0.8  23 ± 0.7 31 ± 1.5 * 22 ± 0.8 32 ± 1.2 # 

 

Data are mean ± SEM (n=7-20 per group). Two-way ANOVA: * p < 0.05 vs. WT S; # p < 0.05 

vs. LDLr-/- S. 
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Table 2. Body weight and plasma biochemical parameters in sedentary (S) and 

exercise-trained (Ex) wild-type (WT) and LDLr knockout mice (LDLr-/-). 

 WT S WT Ex LDLr-/- S LDLr-/- Ex 

Initial body weight (g) 25 ± 0.2 25 ± 0.5 24 ± 0.6 24 ± 0.2 

Final body weight (g) 26 ± 0.3 24 ± 0.4 * 26 ± 0.8 23 ± 0.5 # 

CHOL (mg/dL) 82 ± 4 92 ± 6 262 ± 14 * 279 ± 15 $ 

TG (mg/dL) 54 ± 4 49 ± 6 151 ± 11 * 147 ± 9 $ 

Glucose (mg/dL) 110 ± 6 90 ± 5 114 ± 11 107 ± 6 

 

CHOL: total cholesterol; TG: triacylglycerol. Data are mean ± SEM (n=7-20 per 
group). Two-way ANOVA: * p < 0.05 vs. WT S; # p < 0.05 vs. LDLr-/- S; $ p < 0.05 vs. 
WT Ex.  
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Supplemental method 

 

Aortic en face lesions 

The analysis of atherosclerotic lesions in the thoracic aorta was performed 

according to Daugherty and Rateri (Daugherty & Rateri, 2006). Briefly, aortas were 

placed in a freshly prepared paraformaldehyde solution (4% in phosphate-buffered 

saline) overnight. Adventitial and adipose tissues were removed the next day. The 

aortas were cut longitudinally along their length and placed on a black ethylene vinyl 

acetate sheet. Next, aortas were stained with oil red O. Images of the intimal surface 

were acquired using a digital camera connected to a precision zoom stereo 

microscope (WPI-World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA). 

 

 

Supplemental reference 

 

Daugherty A, Rateri DL. Hyperlipidemia-induced Atherosclerosis. A Handbook of 

Mouse Models of Cardiovascular Disease, edited by Qinbo Xu, Lexington, KY: 

Cardiovascular Research Center, University of Kentucky, 53-66, 2006. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 
 

Uma variedade de trabalhos tem evidenciado os efeitos benéficos do 

exercício físico aeróbio no tratamento e prevenção de doenças cardiovasculares, 

assim como no controle de fatores de risco como obesidade e diabetes. Entretanto, 

são escassos na literatura estudos que avaliem os efeitos benéficos de um protocolo 

de treinamento físico aeróbio nos estágios iniciais do desenvolvimento da 

aterosclerose como uma estratégia preventiva. Pacientes com hipercolesterolemia 

familiar (HF) apresentam um grande fator de risco para desenvolvimento de 

aterosclerose que é o aumento dos níveis circulantes de LDL. Sendo assim, 

encontrar uma estratégia que previna o desenvolvimento acelerado da doença 

aterosclerótica, mesmo sem reduzir os níveis plasmáticos de colesterol, é uma 

importante estratégia contra o desenvolvimento do ateroma e o desfecho clínico 

nestes pacientes. 

 

Neste trabalho verificamos que a aorta torácica de camundongos 

hipercolesterolêmicos LDLr-/-, modelo experimental de estudo da HF, apresentaram 

disfunção endotelial caracterizada pela redução no relaxamento vascular 

dependente do endotélio à acetilcolina, associada à redução na produção e 

biodisponibilidade de NO e H2O2, com redução na expressão proteica de eNOS total 

e fosforilada em Ser1177 e da nNOS total. Além disso, esses camundongos também 

apresentaram aumento na produção de ânion superóxido, associado à redução na 

expressão proteica das três isoformas da SOD e elevada expressão da subunidade 

catalítica Nox2 da NADPH oxidase. Estas alterações funcionais foram detectadas na 

ausência de depósitos evidentes de gordura na aorta torácica. O protocolo de 4 

semanas de treinamento físico aeróbio de moderada intensidade em esteira rolante, 

mesmo sem melhorar a dislipidemia dos animais, normalizou o relaxamento 

dependente do endotélio associado a uma mudança no estado redox vascular: 

redução da produção do ânion superóxido com concomitante aumento da produção 

e biodisponibilidade de NO e H2O2. O aumento de NO e H2O2 foi combinado ao 

aumento da expressão proteica das enzimas antioxidantes de p-eNOSSer1177 e de 

nNOS; já a redução dos níveis de superóxido associou-se a maior expressão de 

SOD1 e 3, além da redução da NADPH oxidase Nox2. 
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Tendo em vista estes resultados, o presente estudo sugere que o 

treinamento físico aeróbio pode prevenir a disfunção endotelial nos estágios iniciais 

da aterosclerose, mesmo antes do desenvolvimento do ateroma. Estes efeitos 

benéficos foram independentes de redução nos níveis séricos de colesterol total e 

triglicérides. Além disso, os resultados demostram pela primeira vez que um 

treinamento físico aeróbio de 4 semanas aumenta a expressão da nNOS juntamente 

com aumento da produção de H2O2 em aorta de camundongos 

hipercolesterolêmicos, o que contribui para a melhora da função endotelial nestes 

camundongos. Estes dados são relevantes em vista de trabalhos recentes 

evidenciando o papel ateroprotetor do H2O2 (Langbein et al. 2015a; Gray et al. 

2016). Sendo assim, o exercício físico aeróbio destaca-se como potencial terapia na 

prevenção da disfunção endotelial associada à dislipidemia da HF. 
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