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RESUMO 

A inatividade física e as dislipidemias são considerados fatores de risco para a gênese das 

doenças cardiovasculares. Estudos em animais mostram que o consumo de dieta contendo alto teor 

de lipídios leva à diminuição da resposta relaxante dependente do endotélio, o que pode ser 

prevenido pela realização de exercício físico. Entretanto, a maioria dos estudos investigou os 

efeitos do exercício físico em artérias de maior calibre e em modelos de dislipidemia induzida por 

dieta. Há escassez de estudos que avaliam os efeitos do exercício físico em artéria de menor calibre 

e, principalmente, em modelo que mimetiza a hipercolesterolemia familiar (HF). Portanto, o 

objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do treinamento físico aeróbio de moderada 

intensidade na reatividade vascular da artéria ilíaca em camundongos knockout para o receptor de 

LDL alimentados com dieta hiperlipídica. Foram utilizados camundongos wild type e knockout 

para o receptor de LDL (LDLR-/-) divididos em quatro grupos experimentais: wild type sedentário 

(WT), wild type treinado (WT/Ex), knockout sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). Os 

grupos WT foram alimentados com ração balanceada e os grupos KO com dieta hiperlipídica (38% 

lipídios). Os grupos WT/Ex e KO/Ex realizaram corrida em esteira (60-70%Vmax, 5 dias/semana, 

60 min) durante oito semanas. A reatividade vascular em artéria ilíaca foi verificada através de 

curvas concentração-resposta a acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sódio (SNP), fenilefrina 

(PHE) e ao análogo do tromboxano A2 (U46619). A determinação da produção de óxido nítrico 

(NO) foi realizada pela análise de fluorescência ao 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2) e a produção 

de ânion superóxido pela análise da fluorescência derivada da oxidação da dihidroetidina (DHE). 

Foi quantificada a glicose, o colesterol total e os triglicerídeos sanguíneos. O grupo KO aumentou 

em 640% o ganho de peso corporal, 510% a gordura epididimal, 35% a glicose, 180% o colesterol 

total e 99% os triglicerídeos comparado ao grupo WT e o treinamento físico aeróbio foi eficaz em 

prevenir o ganho de peso e a gordura epididimal no grupo KO/Ex (167% e 121%, 

respectivamente). Nenhuma alteração foi verificada na glicose, colesterol total e triglicerídeos no 

soro. O relaxamento máximo induzido por ACh foi reduzido em 24% no grupo KO comparado ao 

grupo WT, sendo esta resposta normalizada no grupo KO/Ex, sem alteração na potência. A 

resposta máxima a PHE foi 65% maior, e resposta da potência foi 3 vezes maior na artéria ilíaca 

de animais do grupo KO comparado ao grupo WT. Nenhuma alteração na resposta foi encontrada 

aos agentes SNP e U46619. A produção de NO foi 47% menor no grupo KO comparado ao WT e 

a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) foi 48% maior no grupo KO comparado ao 
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grupo WT. O treinamento físico preveniu o aumento na produção de ERO no grupo KO/Ex. Em 

conclusão, o exercício físico aeróbio, realizado por oito semanas, preveniu a disfunção endotelial 

na artéria ilíaca de camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica. Este achado pode 

estar relacionado à menor produção de ERO, o que aumentaria a biodisponibilidade do NO.  

 

Palavras-chave: exercício físico; reatividade vascular; artéria ilíaca, hipercolesterolemia familiar 
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ABSTRACT 

Physical inactivity and dyslipidemia are considered risk factors for cardiovascular disease. A 

decrease in endothelium-dependent relaxation response, which can be prevented by physical 

exercise, had been showing in animals fed with high fat diet. However, most studies investigated 

the effects of physical exercise on large-caliber arteries using models of diet induced dyslipidemia. 

There are few studies that evaluate the effects of physical exercise in small-caliber artery and, 

mainly, in a model that mimics familial hypercholesterolemia (FH). Therefore, the aim of this 

study was to evaluate the effect of moderate intensity exercise training on vascular reactivity of 

iliac artery in FH model using mice lacking LDL receptor. Wild type and knockout mice (LDLR-/-

) were divided into four groups: sedentary control (WT), trained control (WT/Ex), sedentary 

knockout (KO) and trained knockout (KO/Ex). Control groups were fed with standard chow and 

knockout groups with high fat diet. Trained groups ran on a treadmill (60-70% Vmax, 60 min, 5 

days/week for 8 weeks). Concentration-response curves to acetylcholine (ACh), sodium 

nitroprusside (SNP), phenylephrine (PHE) and thromboxane A2 analogue (U46619) were done in 

iliac artery rings. Arterial production of nitric oxide and oxygen reactive species formation were 

assessed using fluorescence analysis (DAF-2 and DHE). Serum concentration of glucose, total 

cholesterol and triglyceride were determined using commercial kits. After eight weeks, the KO 

group had higher body weight gain (around 640%), epididymal fat (510%), glucose (35%), total 

cholesterol (180%) and triglycerides (99%) compared with WT group. Exercise training was 

effective to prevent body weight and epididymal fat gain in KO/Ex group (less 167% and 121%, 

respectively). No changes were observed in glucose, total cholesterol and triglycerides 

concentration. KO animals had lower maximal response evoked by ACh (about 24%) and higher 

maximal response to PHE (about 65%) compared with WT group. Exercise training prevented 

these alterations since KO/Ex group had vascular response similar to WT and WT/Ex groups. 

Endothelial dysfunction observed in KO group could be related to the reduced production of NO 

(about 47%) and the increased formation of oxygen reactive species (about 48%). These features 

were partially prevented by exercise training, KO/Ex group had lower formation of oxygen species 

and a slight higher NO prodution compared with KO group. In conclusion, aerobic exercise 

training carried out for eight weeks, prevented endothelial dysfunction in iliac artery from LDLR-

/- mice fed with high fat diet. This finding could be related to the lower formation of reactive 

oxygen species in situ that increases the NO bioavailability. 
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1-INTRODUÇÃO 

As últimas décadas foram marcadas por estudos epidemiológicos que indicam um aumento 

na prevalência de fatores de risco cardiometabólico como inatividade física, obesidade, alterações 

do perfil lipídico, tabagismo e consumo excessivo de álcool, elevando, assim, a incidência das 

doenças crônico-degenerativas como hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus tipo 2 e 

aterosclerose (SCHRAMM et al., 2004). De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS, 

2013) mais de 17,3 milhões de mortes por ano são atribuídas a essas doenças, sendo previsto ainda 

um aumento para mais de 23 milhões em 2030. No Brasil, as Doenças Crônicas Não 

Transmissíveis constituem o problema de saúde pública de maior magnitude e correspondem a 

72% das causas de morte, atingindo prioritariamente as camadas mais pobres e mais vulneráveis 

da população (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012).  

Especificamente, a aterosclerose, tem em sua fisiopatologia, o envolvimento de diferentes 

fatores que interagem de forma complexa, desmistificando a ideia de que esta doença seria 

decorrente apenas do depósito anormal de lipídeos na parede vascular (BAHIA et al., 2006). 

Dentre esses fatores, destacam-se de forma importante a inflamação e a disfunção endotelial. Em 

humanos, foi demonstrado que a disfunção endotelial é consequência do estresse oxidativo, da 

redução da biodisponibilidade de óxido nítrico e depleção de cofatores essenciais da óxido nítrico 

sintase endotelial (ANTONIADES et al., 2007; GIMBRONE; GARCIA-CARDEÑA, 2013). Em 

camundongos que mimetizam a hipercolesterolemia familiar, a disfunção endotelial já pode ser 

observada nos estágios iniciais da aterosclerose (MILLER et al. 2013).  

A doença arterial obstrutiva periférica (DAOP) é caracterizada pela evolução da placa 

ateromatosa instalada na parede arterial que leva à redução do fluxo sanguíneo e, caso o processo 

não seja interrompido, a obstrução do fluxo ocorre (GARCIA, 2006). O tratamento da DAOP 

inclui modificação dos fatores de risco e mudanças no estilo de vida, incluindo a prática regular 

de exercício físico (DURAZZO et al. 2005; YOSHIDA et al. 2008) reduzindo assim, a morbidade 

e a mortalidade do paciente acometido devido aos inúmeros benefícios cardiovasculares e 

endócrino-metabólicos obtidos por esta prática (NETO; NASCIMENTO, 2007; CHI; JAFF, 

2008). 

O aumento do fluxo sanguíneo sobre a parede vascular, induzido pelo aumento da 

frequência cardíaca durante o esforço físico, estimula a produção do vasodilatador óxido nítrico 

(NO) (ZANESCO; ANTUNES, 2007; DELBIN et al., 2012). Além da função vasodilatadora, o 
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NO desempenha papel protetor no processo de aterosclerose, pois, inibe a adesão e agregação 

plaquetária (ZAGO; ZANESCO, 2006). 

Sendo assim, a prática regular de exercício aeróbio tem sido recomendada tanto para 

prevenção quanto para o tratamento da aterosclerose. A Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 

2012) recomenda a prática regular de exercício físico de característica predominantemente aeróbia, 

em uma frequência semanal de três a seis vezes, com duração de 30 a 60 minutos por sessão e em 

intensidade moderada para prevenir eventos cardiovasculares e o declínio funcional dos 

indivíduos.  

Os efeitos do exercício físico na função vascular e os mecanismos envolvidos nessas 

alterações estão, em parte, esclarecidos. No entanto, estudos envolvendo o efeito do exercício 

físico em indivíduos acometidos por doenças vasculares são menos conclusivos. Diante desse 

quadro, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do treinamento físico aeróbio de 

moderada intensidade na reatividade vascular da artéria ilíaca em animal knockout para o receptor 

de LDL alimentado com dieta hiperlipídica. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Músculo liso vascular e endotélio. 

 

A parede vascular é constituída por três túnicas: a túnica íntima, interna, composta de 

células endoteliais e responsáveis por liberar substâncias constritoras e dilatadoras do vaso 

sanguíneo; a túnica média, composta de célula muscular lisa e tecido elástico, responsável por 

controlar o tônus vascular e a túnica adventícia, mais externa, formada por tecido conjuntivo e 

fibras elásticas, responsável por dar suporte aos vasos (YUN et al., 2005).  

A regulação da contração no músculo liso se dá através da ligação de diferentes agonistas 

(norepinefrina, angiotensina II, endotelina-1, por exemplo) aos seus receptores de membrana. 

Após esta ligação, a sinalização tem início com o aumento da atividade da fosfolipase-C via 

acoplamento a proteína G. A fosfolipase-C produz dois potentes segundos mensageiros da 

membrana lipídica: diacilglicerol (DAG) e o inositol 1,4,5 – trifosfato (IP3). O IP3 se liga a 

receptores específicos do retículo sarcoplasmático e promove a liberação de cálcio (Ca²+) para o 

citosol. O DAG juntamente com o Ca²+ ativa a proteína quinase C (PKC) que fosforila proteínas 

alvo específicas. Na maioria das células do músculo liso, a PKC promove a contração e a 

fosforilação dos canais para Ca²+ ou outras proteínas que regulam o ciclo da ponte cruzada. A 

ativação da ligação Ca²+/calmodulina leva a fosforilação da miosina quinase de cadeia leve (MLC 

quinase) que em conjunto com a actina desencadeia o ciclo da ponte cruzada iniciando o 

encurtamento da célula de músculo liso (WEBB, 2003). No músculo liso existe uma via que 

também causa contração, mas é independente de cálcio. Essa via envolve a Rho quinase que é 

ativada por receptores excitadores acoplados a proteína G (endotelina-1, por exemplo). Essa 

enzima fosforila a fosfatase da cadeia leve de miosina, inibindo-a e, assim, aumentando a 

fosforilação da cadeia leve. A Rho quinase também fosforila diretamente a cadeia leve da miosina. 

Essas duas ações aumentam a contração do músculo liso (PARANHOS; MIGUEL, 2007). A figura 

1 ilustra o mecanismo contrátil do músculo liso vascular 
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Figura 1. Regulação da contração do músculo liso (Adaptado de WEBB, 2003). Ca2+: cálcio; IP3: inositol trifosfato; 

RS: retículo sarcoplasmático; DAG: diacilglicerol; PKC: proteína quinase C; MLC: miosina quinase de cadeia leve; 

MLCP: miosina fosfatase da cadeia leve; ATP: trifosfato de adenosina; RhoA-GTP: RhoA guanina trifosfato; RhoA-

GDP: RhoA guanina difosfato; RhoGEF:  fator de troca Rho guanosina nucleotídeo 

 

Por outro lado, o mecanismo de relaxamento do músculo liso ocorre como resultado da 

remoção do estímulo contrátil ou por uma ação direta de substâncias que estimulam a inibição do 

mecanismo contrátil (MORGAN, 1990; SOMLYO et al., 1999) resultando na diminuição da 

concentração intracelular de cálcio e no aumento da atividade da MLC quinase. O retículo 

sarcoplasmático e a membrana plasmática contém cálcio magnésio-ATPase que removem o Ca²+ 

do citosol. Além disso, o trocador de Na2+/ Ca²+ (localizado na membrana plasmática) auxilia na 

diminuição do Ca²+ intracelular. Portanto, durante o relaxamento fecham-se os canais para cálcio 

dependentes de voltagem resultando na diminuição do influxo de cálcio intracelular (WEBB, 

2003). 

Furchgott e Zawadzki (1980) foram os pioneiros a descrever o fator de relaxamento 

dependente do endotélio (EDRF) liberado em resposta à acetilcolina, posteriormente caracterizado 

como óxido nítrico (NO). Este fato estimulou uma série de estudos sobre o endotélio e sua 

importância em várias condições clínicas, incluindo a aterosclerose. Além da acetilcolina, outras 

substâncias agonistas foram posteriormente descobertas, tais como a serotonina, histamina, 

bradicinina, trombina e trifosfato de adenosina (ATP) (BAHIA et al., 2004). 
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O NO é a principal substância vasodilatadora liberada pelo endotélio, além das 

prostaciclina (PGl2) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Além das 

substâncias vasodilatadoras, o endotélio também libera substâncias vasoconstritoras, tais como a 

angiotensina II, endotelina-1 e tromboxano A2 (BAHIA et al., 2006).  

 O NO produzido pelas células endoteliais desempenha um papel de grande importância 

fisiológica para o controle cardiovascular, pois é um potente vasodilatador e inibidor da agregação 

plaquetária, impede a formação de trombos e, consequentemente, previne a doença 

aterotrombótica (MONCADA et al., 1991; VANHOUTTE, 2003). A biossíntese do NO 

compreende uma das funções mais importantes do metabolismo da L-arginina no organismo. É 

formado a partir do nitrogênio da guanidina presente na L-arginina sob a ação catalítica da enzima 

sintase de óxido nítrico (NOS), gerando concentrações equimolares de L-citrulina (SIASOS et al., 

2006). 

Existem três diferentes isoformas da óxido nítrico sintase (NOS), sendo duas constitutivas 

(cNOS) e uma induzida (iNOS). As cNOS estão presentes em neurônios (nNOS) e no endotélio 

(eNOS) e a iNOS em macrófagos, neutrófilos, linfócitos eosinófilos, células de Kupffer, 

hepatócitos e células epiteliais (ZAGO; ZANESCO, 2006). A nNOS é encontrada no cérebro, 

medula espinal, gânglios simpáticos e adrenais, neurônios nitrérgicos, células epiteliais de pulmão, 

estômago e útero, em células da ilhota pancreática e do músculo esquelético (MONCADA et al., 

1991). A eNOS se encontra ligada à membrana das células endoteliais e tem como função regular 

o tônus do músculo liso vascular e impedir adesão e agregação plaquetária (MONCADA; HIGGS, 

2006).  

 Para que a NOS seja ativada e ocorra síntese de NO, os estímulos podem ser químicos ou 

físicos. Os estímulos químicos se caracterizam pela interação agonista exógeno/endógeno a 

receptores específicos presentes nas células endoteliais. Por exemplo, a acetilcolina que quando 

ligada ao seu receptor induz a formação de IP3, responsável por liberar íons cálcio do retículo 

sarcoplasmático (aumentando o cálcio intracelular), formando o complexo cálcio-calmodulina que 

fosforila a enzima eNOS que irá converter a L-arginina, em NO e L-citrulina na célula endotelial 

(MONCADA, 1994). A ativação da eNOS é dependente da elevação de íons cálcio nas células 

endoteliais e requerem um doador de elétron, a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

reduzida (NADPH) e cofatores como a flavina adenina dinucleotídeo (FAD), a flavina 
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mononucleotídeo (FMN) e a tetrahidrobiopterina (BH4) (MONCADA, 1997; MOMBOULI; 

VANHOUTTE, 1999; VANHOUTTE, 2003).  

O estímulo físico ocorre através da força que o sangue exerce na parede das artérias, 

denominado tensão de cisalhamento ou shear stress, que ativa os mecanoreceptores presentes na 

membrana das células endoteliais. Estes mecanoreceptores podem ser as proteínas Gs, os canais 

iônicos, a caveolina e as integrinas que captam as alterações de tensão sobre a parede celular e 

convertem os estímulos mecânicos em estímulos químicos para a ativação da eNOS (KOJDA; 

HARRISON, 1999). As vias envolvidas neste processo estão relacionadas à ativação de proteínas 

como a PKC, a c-Src e a Akt/ PI3K que fosforilam a eNOS ativando-a independente da presença 

de cálcio (HIGASHI; YOSHIZUMI, 2004; KOJDA; HAMBRECHT, 2005).  

O NO produzido difunde-se rapidamente das células endoteliais para as células musculares 

lisas do vaso sanguíneo, onde irá ativar uma enzima catalítica, a guanilato ciclase solúvel (GCs) 

via acoplamento do NO com o grupamento heme desta enzima (sítio receptor) formando o 

monofosfato de guanosina cíclico (GMPc), a partir da quebra do trifosfato de guanosina (GTP). A 

formação do GMPc desencadeia a inibição da geração de IP3, o aumento do sequestro de Ca2+ 

citosólico, a desfosforilação da cadeia leve de miosina, a inibição do influxo de Ca2+, e o estimulo 

da Ca2+-ATPase de membrana com a abertura de canais para K+ (figura 2) (MONCADA; HIGGS, 

2006). 
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Figura 2. Mecanismo de relaxamento do músculo liso vascular. Produção de Óxido Nítrico mediada por agonistas 

(linha contínua) e por shear stress (linha tracejada) (Adaptado de VANHOUTTE, 2003). R: receptor; Ca2+: cálcio; 

RS: retículo sarcoplasmático; AA: ácido araquidônico; COX: ciclooxigenase, PGl2: prostaciclina; L-Arg: L-arginina; 

NO: óxido nítrico; NOS: óxido nítrico sintase; EDHF: fator hiperpolarizante derivado do endotélio; PKC: proteína 

quinase C; c-Src: C-src tirosina quinase; Akt: serina/treonina quinase; PI3K: fosfatidilonositol-3-quinase; ATP: 

adenosina trifosfato; AMPc: monofosfato de adenosina cíclico; GTP: guanosina trifosfato; GMPc: monofosfato de 

guanosina cíclico; K+: potássio. 

 

A homeostase vascular é mantida por ação das células endoteliais que funcionam como 

sensores biológicos uma vez que captam alterações no meio, como mudanças de pressão ou no 

equilíbrio oxidativo, e respondem de modo a reequilibrar o ambiente vascular através da liberação 

de fatores constritores e dilatadores do vaso que, juntos, regulam a pressão do sangue arterial e a 

perfusão para o tecido local a fim de assegurar um fornecimento adequado de sangue para todos 

os tecidos através do controle do grau de contração do músculo liso vascular (NAGAO; 

VANHOUTTE, 1993; PEARSON, 2000; NASCIMENTO et al, 2003).  

 A diminuição do relaxamento vascular induzido por acetilcolina tem sido associada não 

somente à redução dos fatores de relaxamento derivados do endotélio (EDRF), mas também ao 

concomitante aumento na liberação de fatores de contração derivados do endotélio (EDCF) como 

o tromboxano (A2), prostaglandinas PGE2 e PGA2α, prostanóides contráteis oriundos da atividade 

de ciclooxigenase (COX) que se contrapõem ao relaxamento vascular induzido pelos EDRF 

(SILVA, 2013) 
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2.2. Metabolismo lipídico, disfunção endotelial e aterosclerose 

 

As lipoproteínas são divididas em cinco classes principais: quilomícrons, lipoproteínas de 

muito baixa densidade (VLDL), de densidade intermediária (IDL), de baixa densidade (LDL) e de 

alta densidade (HDL), diferindo, uma da outra, segundo a composição da apolipoproteína de 

membrana, a densidade, o tamanho e a mobilidade eletroforética (ROSS, 1993).  

O papel fundamental dos quilomícrons e das VLDL é transportar, respectivamente, os 

triglicerídeos alimentares e os de síntese hepática (gordura endógena). Em indivíduos 

normolipidêmicos cerca de 70% do colesterol total estão contidos nas LDL que, por sua vez, são 

o produto da degradação das VLDL (lipoproteínas ricas em triglicerídeos) que, na superfície dos 

capilares, sofrem lipólise continuada pela ação da enzima lipase lipoproteica. Nessa cascata de 

degradação, em paralelo com a perda de triglicerídeos, o conteúdo de colesterol aumenta 

progressivamente até chegar ao produto final, as LDL, sendo que o conteúdo de triglicérides é 

apenas residual e o colesterol, especialmente na forma esterificada, constitui a maior parte dos 

lipídios contidos nessa lipoproteína. Então, as LDL são removidas da circulação para o interior das 

células, principalmente as hepáticas, por receptor de membrana que reconhecem a apo B-100 

presente na membrana da lipoproteína (SANTOS et al., 2012) (figura 3).  

Por outro lado, a principal função da HDL é remover o excesso do colesterol dos tecidos 

periféricos e de outras lipoproteínas, enviando-os ao fígado, onde será metabolizada e secretada 

na bile, sendo conhecido como transporte reverso de colesterol (TRC) (INEU et al., 2006). A HDL 

pode ter origem hepática, intestinal ou ainda ser produto da metabolização de lipoproteínas, como 

quilomícrons ou VLDL. O TRC inicia-se com a captação de colesterol livre das membranas 

plasmáticas por meio das pré- β HDL, no espaço intravascular dos tecidos periféricos Estas se 

transformam gradativamente em HDL3 e, pela ação da enzima lecitina colesterol aciltransferase 

(LCAT), responsável pela esterificação do colesterol, as HDL tem seu conteúdo de éster de 

colesterol aumentado e passam a ser denominadas HDL2. A HDL pode transportar o colesterol 

diretamente ao fígado ou transferi-lo para as VLDL e LDL, pela ação da proteína de transferência 

de colesterol esterificado (CETP) (LOTTENBERG, 2009). 
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 Figura 3. Metabolismo lipídico (Adaptado de NABEL, 2003). VLDL: lipoproteína de muito baixa densidade; LDL: 

lipoproteína de baixa densidade; Apo B-100: Apolipoproteína B-100  

 

Entre as teorias que explicam o processo aterosclerótico tem grande aceitação a ideia de 

que o quadro se origina a partir do aumento da concentração plasmática da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL). 

A figura 4 ilustra as etapas do processo aterosclerótico. Maiores concentrações de LDL 

plasmática, principalmente as de menor tamanho, aumentam o risco de infiltração desta 

lipoproteína para a camada intima da artéria (1), onde serão oxidadas por ação das espécies reativas 

de oxigênio (2), posteriormente ocorrerá migração dos monócitos para a camada íntima da artéria 

(3) e captura das partículas oxidadas de LDL por macrófagos (4) levando a formação das células 

de espuma, dando início a migração de células de defesa (linfócitos T) e liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, metaloproteinases, ERO, fatores de crescimento celular (5) que poderá resultar 

em proliferação da camada de músculo liso, disfunção endotelial (6) e formação da placa 

aterosclerótica (7). Essas alterações resultam em espessamento da parede do vaso, além de 
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diminuir a capacidade de relaxamento vascular por comprometimento endotelial (MATSUZAWA, 

2014).  

 

 

 Figura 4. Etapas do processo de aterosclerose (Adaptado de InViVo Communications Inc, disponível em: 

 http://www.21stcentech.com/biomedicine-part-3-medical-simulation-at-the-beginning-of-the-21stcentury/). 

 LDLox: lipoproteína de baixa densidade oxidada; MMPs: matrix de metaloproteinases; EROs: espécies 

 reativas de oxigênio   

 

A lesão endotelial ocorre pela ação das células de espuma que secretam citocinas pró-

inflamatórias e fatores de crescimento celular (WEBER, 2008). Além disso, há evidência de que 

o LDL oxidado reduz o limiar para a ativação de plaquetas, ação que contribui para a formação de 

trombos (MAGWENZI et al., 2015). 

 Redução do relaxamento induzido por acetilcolina em aorta foi observado em 

camundongos com duplo knockout (apoE-/- e LDLR-/-) alimentados com dieta padrão. O 

mecanismo relacionado à piora do relaxamento dependente do endotélio durante o processo de 

aterosclerose não está esclarecido. A diminuição da biodisponibilidade do substrato e do cofator 

(L-arginina e tetrahidropiridina, respectivamente) para síntese de NO, a redução da atividade da 

eNOS, aumento da inativação do NO e diminuição da sensibilidade das células de músculo liso ao 

NO parecem influenciar na redução do relaxamento dependente do endotélio (JORGE et al., 1996; 

SHAUL, 2003). 
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O ânion superóxido (O2
-), o peroxinitrito (ONOO-), o radical hidroxila (OH-) e o peróxido 

de oxigênio (H2O2) são espécies reativas de oxigênio (ERO) que têm sido associadas a 

praticamente todos os estágios da lesão vascular aterosclerótica (MADAMANCHI et al., 2005; 

MUELLER et al. 2005). As ERO são o resultado de processos metabólicos oxidativos e sua 

produção em condições fisiológicas normais é de fundamental importância na função endotelial. 

A atividade enzimática intra e extracelular da xantina oxidase, do citocromo P450, da via da 

cicloxigenase e da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida oxidase (NADPH oxidase) 

são a principal fonte de ERO no vaso (FORTUÑO et al., 2005). Além destas, a eNOS também 

passa a produzir ERO em detrimento da produção de NO quando há redução da disponibilidade 

do precursor de NO, L-arginina, e/ou do cofator tetrahidrobiopterina (BH4) (PARK; PARK, 2015). 

A produção contínua de ERO durante processos metabólicos leva a uma resposta 

fisiológica no sentido de aprimorar os mecanismos de defesa antioxidante com o objetivo de 

limitar os níveis intracelulares de ERO e impedir danos celulares. Dentre os agentes antioxidantes 

presentes no vaso, podemos destacar a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e mais 

três tipos de superóxido dismutase (SOD), sendo a SOD-1 dependente de Cu/Zn, presente no 

núcleo e no citosol, a SOD-2 dependente de Mn, presente na mitocôndria e a SOD-3 dependente 

de Cu/Zn, presente na matriz extracelular (RUSH et al., 2005). A enzima SOD tem como função 

dismutar o O2
-, formando H2O2 e as enzimas CAT e GSH-Px, por sua vez, transformam H2O2 em 

H2O (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O desequilíbrio entre a produção de espécies reativas 

e sua dismutação resulta no aumento da quantidade de ERO no sistema, condição conhecida como 

estresse oxidativo (WAJCHENBERG, 2002).  

Por ser uma espécie radicalar o NO reage rapidamente com outros radicais, como o 

oxigênio (O2) e o ânion superóxido (O2
-). Quando o NO reage com o O2 forma dióxido de 

nitrogênio (NO2), porém quando reage com o O2
- forma peroxinitrito (ONOO-) (FORTUÑO, 

2005). Dessa forma, a disfunção endotelial pode ser caracterizada não somente pela menor 

produção de NO, mas também pela menor biodisponibilidade desde agente devido ao aumento de 

sua degradação pela ERO, principalmente o O2
- (KINGWELL, 2000; KLEINBONGARD et al., 

2006). 

Além de comprometer a biodisponibilidade do NO, o estresse oxidativo também contribui 

para o aumento da produção de fatores de contração derivados do endotélio (EDCF), incluindo a 

endotelina-1, prostaglandina, tromboxano A2 e angiontesina II. O desequilíbrio entre a produção 
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de agentes vasodilatadores e vasoconstritores produzidas pelo endotélio é conhecido como 

disfunção endotelial, quadro que também está associado às doenças cardiometabólicas (GARCIA-

REDONDO et al., 2009).  

 

2.2.1 Modelo animal de hipercolesterolemia familiar: camundongo LDLR-/- 

 

 A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doença genética hereditária caracterizada por 

elevada concentração circulante de lipoproteína de baixa densidade e um elevado risco para o 

desenvolvimento prematuro de aterosclerose (MARAIS, 2004). O fenótipo clínico da HF é 

geralmente decorrente de defeitos no gene LDLR, que codifica o receptor de LDL (LDLR) e pode 

também ser secundário a defeitos no gene APOB, que codifica a apo B-100 que, quando defeituosa, 

possui menor afinidade pelo LDLR. Nestas duas condições, a captação de partículas de LDL 

colesterol pelo fígado é reduzida e, consequentemente, a concentração circulante desta lipoproteína 

fica aumentada (BROWN; GOLDSTEIN, 1986; SORIA et al., 1989). 

 A HF é um problema de saúde mundial reconhecido pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS, 2010). Estima-se que no mundo todo existam mais de 10 milhões de indivíduos portadores 

de HF; no entanto, menos de 10% desses têm diagnóstico conhecido de HF, e menos de 25% 

recebem tratamento hipolipemiante. Um dado preocupante é a alta incidência de doença 

aterosclerótica prematura (em homens abaixo de 55 anos e em mulheres abaixo de 65 anos), o que 

reduz a expectativa de vida dos indivíduos portadores de HF (SANTOS, et al., 2012). Estudos em 

humanos e em animais demonstram que o consumo de grande quantidade de gordura, 

principalmente do tipo saturada, resulta em elevação do colesterol sérico e maior incidência de 

aterosclerose (GUEDES et al., 2006; CAMPOS et al., 2010; FERNANDES et al., 2013). Foi 

demonstrada a efetividade da redução de LDL colesterol na evolução da aterosclerose coronária 

(KROON et al., 1996; NISHIMURA et al., 1999), nas lesões aórticas (PITSAVOS et al., 1998), 

no espessamento médio-intimal carotídeo (SMILDE et al., 2001), na função endotelial e em 

biomarcadores inflamatórios (ALONSO et al., 2001).  

O estudo da evolução da aterosclerose é difícil, visto que a doença pode se manifestar já 

nos estágios iniciais da vida, entretanto, os sintomas podem começar a aparecer décadas depois. 

Por isso, foi necessário o desenvolvimento de modelo animal que apresentasse evolução rápida da 

doença, com aumento dos depósitos de gordura na parede vascular (SANTOS, 2008). Assim, dois 
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modelos de animal geneticamente modificado que mimetizam a HF (deleção do gene receptor de 

LDL) (ISHIBASHI et al. 1993, 1994) ou a hiperlipidemia tipo III (deleção do gene da apo E) 

(PIEDRAHITA et al. 1992, PLUMP al. 1992; NAKASHIMA et al. 1994) foram desenvolvidos e 

são utilizados para o estudo da aterosclerose. No entanto, o modelo que melhor se assemelha a HF 

é o primeiro (camundongo LDLR-/-) visto que defeitos genéticos afetando o receptor da LDL são 

os mais comumente observados em humanos (ISHIBASHI, et al. 1993). Quando esses animais são 

alimentados com dieta pobre em gordura e colesterol, desenvolvem uma lesão mínima na raiz da 

aorta (ISHIBASHI, 1994) e quando submetidos à dieta hiperlipídica desenvolvem lesão 

aterosclerótica progressiva (ISHIBASHI, 1993).  

 Estudo feito por Langbein et al. (2015) demonstrou piora da função endotelial na aorta 

torácica de camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica (39% de gordura, 20% 

proteína e 41% carboidratos) quando comparado ao grupo wild type alimentado com dieta padrão 

(11% de gordura, 24% proteína, 65% carboidratos) Estudo prévio também observou relaxamento 

induzido por acetilcolina prejudicado em camundongos LDLR-/- (RABELO, 2003).  
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2.3 Exercício Físico, função endotelial e aterosclerose  

 

O sistema cardiovascular é amplamente modificado pelo estresse imposto durante o esforço 

físico, assim, podemos observar alterações morfofuncionais que contribuem para o aumento do 

inotropismo cardíaco e a redução da resistência vascular periférica, por exemplo (McARDLE et 

al., 2011). Esta última alteração está relacionada ao aprimoramento da função endotelial que ocorre 

em resposta à tensão de cisalhamento (ou shear stress) induzido pelo aumento do fluxo sanguíneo 

pulsátil e pressão que o sangue exerce sobre a parede vascular, o que estimula a célula endotelial 

a produzir e liberar o NO, resultando em relaxamento da musculatura lisa vascular (MONCADA 

et al., 1991; COHEN; VANHOUTTE, 1995).  

Estudos em modelo animal que realizaram protocolo de exercício físico aeróbio mostraram 

aumento da expressão de eNOS, da produção de NO e do número de cavéolas, dessa maneira, têm 

comprovado os efeitos benéficos do exercício físico na prevenção ou tratamento de doenças 

cardiovasculares (NAPOLI et al., 2004; TEODORO et al., 2010).  

Ao analisar a área da lesão aterosclerótica, Fernandes et al. (2013) encontraram que 

camundongos apoE-/-  alimentados com dieta hiperlipídica que realizaram exercício aeróbio em 

esteira (corrida, 15m/min, 30 min/dia 5 dias/semana por 12 semanas) apresentaram menor área da 

lesão aterosclerótica, sem modificação do perfil lipídico, quando comparados aos animais 

sedentários. Os mecanismos propostos para explicar este achado estão relacionados à diminuição 

de espécies reativas e da inflamação sistêmica e ao aumento da vasodilatação mediada por NO. O 

estudo de Pynn et al. (2004) apresentou resultados semelhantes utilizando a mesma linhagem de 

animais (camundongos apoE-/-) que foram submetidos a um programa de exercício físico (corrida 

15m/min, 60 min/dia, 5 dias/semana por 6 semanas) e nenhuma alteração no peso corporal ou nos 

níveis de lipídeos foi observada, entretanto, houve aumento da expressão da eNOS e da 

biodisponibilidade de NO na carótida, o que poderia limitar o tamanho da placa de ateroma. 

Resultados semelhantes foram observados em camundongos LDLR-/- alimentados com 

dieta hiperlipídica. Meilhac et al. (2001) observaram menor lesão aterosclerótica na aorta de 

camundongos LDLR-/- submetidos ao exercício físico aeróbio (corrida, 15m/min, 30 min/dia, 5 

dias/semana por 12 semanas), sendo que os mecanismos relacionados a estes achados foram o 

aumento da expressão da eNOS, da catalase e da glutationa peroxidase. O estudo de Ramachandran 

et al. (2005) utilizando a mesma linhagem de animais e protocolo de exercício igual ao do estudo 
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anterior observaram redução da área da lesão aterosclerótica independente de modificações no 

perfil lipídico, sendo os achados relacionados ao aumento da expressão da SOD e aumento da 

biodisponibilidade de NO.  

A utilização de outra modalidade de exercício aeróbio, a natação (intensidade moderada, 

60 min/dia, 5 dias/semana, por 18 semanas), também produziu efeito sobre a expressão da eNOS, 

tanto no plasma quanto em homogenato de aorta, aumentando-a, além de reduzir a quantidade de 

espécies reativas em camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica (NAPOLI et al., 

2004).  

Fukai et al. (2000) demonstraram que o aumento da expressão da ecSOD em vasos é 

dependente de NO. Para isso, submeteram camundongos eNOS-/- a um protocolo de exercício 

aeróbio (corrida, 15m/min, 30 min/dia, 5 dias/semana por 3 meses) e mostraram que o shear stress 

produzido pelo exercício físico não promoveu aumento da expressão desta enzima antioxidante, 

resultado que foi observado em camundongos wild type submetidos ao mesmo protocolo de 

exercício. Esta dependência foi confirmada em estudo com cultura de células em que a expressão 

de ecSOD foi aumentada após incubação com doador de NO.  

Portanto, além de aprimorar a via do NO, trabalhos mostram que o exercício físico modifica 

o balanço redox, pois, aumenta a atividade do aparato antioxidante (JIANG et al., 2000; 

MEILHAC et al., 2001; RABELO et al., 2003; NAPOLI et al., 2004; CZARKOWSKA-PACZEK 

et al., 2009). 

Protocolo de exercício realizado por 4 semanas (corrida, 50%-70% da velocidade máxima, 

60 min/dia, 5 vezes/semana) também foi eficaz em reduzir a área de lesão aterosclerótica e os 

marcadores de estresse oxidativo, além de reduzir o colesterol plasmático de camundongos LDLR-

/- fêmeas (ovarectomizadas) alimentadas com dieta padrão (HEEREN et al., 2009). Modificação 

do perfil lipídico com redução de frações não-HDL também foi observada em camundongos 

LDLR-/-, alimentados com dieta padrão, que realizaram corrida voluntária (MOREIRA et al., 

2013). Por outro lado, no estudo de Fernandes et al. (2013) foi observado aumento da concentração 

de colesterol total e de LDL em camundongos apoE-/- alimentados com dieta hiperlipídica e 

submetidos ao exercício físico aeróbio (corrida, 15m/min, 30 min/dia, 5 dias/semana por 12 

semanas).  
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3. JUSTIFICATIVA 

 Animais alimentados com dieta contendo alto teor de lipídeos apresentam diminuição da 

resposta relaxante dependente do endotélio em aorta e aorta torácica (CRAUWELS, et al., 2003; 

RABELO, 2003) dano que foi prevenido com a realização de exercício físico (LANGILLE et al. 

1996; MEISSNER et al. 2011). Entretanto, a maioria dos estudos encontrados na literatura 

investigou os efeitos do exercício físico em artéria de maior calibre (aorta) e em modelos de 

dislipidemia induzida por dieta. Há escassez de estudos que avaliam os efeitos do exercício físico 

em artéria de menor calibre (femoral, ilíaca e coronária) e, principalmente, em modelo que 

mimetiza a hipercolesterolemia familiar.  

 A artéria ilíaca é um vaso de condutância suscetível ao desenvolvimento da aterosclerose, 

pois, sua estrutura anatômica apresenta um ponto em que há redução da velocidade do fluxo 

sanguíneo (bifurcação que a divide em ilíaca interna e ilíaca externa). Uma vez instalada a placa 

de ateroma há redução ou obstrução do fluxo sanguíneo para o membro inferior causando o 

sintoma de dor nas pernas devido à reduzida perfusão e oxigenação da área irrigada pela artéria 

ilíaca. Esta condição clínica é conhecida como Doença Arterial Obstrutiva Periférica (PEDRON, 

2001). 

 Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do treinamento físico aeróbio de 

intensidade moderada na resposta vascular da artéria ilíaca em camundongos LDLR-/- alimentados 

com dieta hiperlipídica.  
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4. OBJETIVO 

Avaliar o efeito do treinamento físico aeróbio de moderada intensidade na reatividade 

vascular da artéria ilíaca camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica. 

Objetivos específicos: 

- Avaliar a reatividade vascular em anéis de artéria ilíaca, com endotélio intacto, aos seguintes 

agentes: 

 Resposta relaxante: acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sódio (SNP); 

 Resposta contrátil: fenilefrina (PHE) e análogo do tromboxano A2 (U46619). 

- Avaliar a produção de NO e de espécies reativas de oxigênio (ERO) em artéria ilíaca: 

 Quantificar a produção de NO por análise de fluorescência ao 4,5-diaminofluoresceína 

(DAF-2) 

 Quantificar a produção de espécies reativas de oxigênio por análise da fluorescência 

derivada da oxidação da dihidroetidina (DHE) 

- Avaliar o perfil metabólico dos animais:  

 Quantificar a concentração de glicose, colesterol total e triglicerídeos no sangue 

 Quantificar a massa adiposa epididimal 
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5. MATERIAL E MÉTODO  

5.1 Animais 

 

 O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do 

Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEUA-IB-UNICAMP, protocolo: 

3537-1). 

Camundongos wild type (C57BL/6J) e camundongos knockout para o receptor do LDL 

colesterol (LDLR-/-) com 3 meses de idade, provenientes do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP) foram 

mantidos no Biotério de Manutenção do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Área 

da Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (DBEF-

IB-UNICAMP). Os camundongos foram alojados em caixas coletivas com 5 animais cada, em 

local com temperatura controlada entre 22°C e 24°C e com ciclo claro/escuro de 12 horas.  

Os camundongos LDLR-/- foram alimentados com dieta comercial tipo hiperlipídica sendo a fonte 

energética composta de: 32% de carboidratos, 20,3% de proteínas, 38% de lipídios, 5% de fibras, 

3,5% de minerais e 1,2% de vitaminas contendo 6,2 Kcal/g (PragSoluções Biociências, SP- Brasil). 

Os camundongos do grupo wild type foram alimentados com ração comercial (Nuvilab® CR1, 

PR-Brasil), com distribuição de macronutrientes conforme segue: 68% de carboidratos, 22% de 

proteínas e 10% lipídios contendo 3,6 Kcal/g. Todos os camundongos tiveram livre acesso à água 

e à alimentação (ração comercial ou dieta hiperlipídica). O peso corporal e a ingestão alimentar 

dos animais foram medidas semanalmente até o final do estudo e o ganho de peso corporal foi 

calculado pela diferença entre o peso corporal final e peso corporal inicial. 

Assim, os camundongos foram divididos nos seguintes grupos experimentais:  

1. Camundongos controle com ração comercial (Nuvilab®) e sedentários (WT, n=17); 

2. Camundongos controle com ração comercial (Nuvilab®) e treinados (WT/Ex, n=17); 

3. Camundongos LDLR-/- com dieta tipo hiperlipídica e sedentários (KO, n=25); 

4. Camundongos LDLR-/- com dieta tipo hiperlipídica e treinados (KO/Ex, n=23). 

 

5.2 Adaptação ao ergômetro e teste incremental máximo 

 



31 
 

O ergômetro utilizado foi uma esteira para pequenos animais e com baias individuais 

(Gesan, SP – Brasil). Uma semana antes do início do protocolo experimental, os animais foram 

submetidos a um período de adaptação à esteira onde a velocidade de corrida foi progressivamente 

aumentada variando de 5 metros/minuto (m/min) no primeiro dia até 8 m/min no quarto dia da 

semana, sendo que as sessões de exercício tinham duração de 10 a 15 minutos e eram realizadas 

uma vez por dia. Esta adaptação teve como objetivo minimizar o possível estresse causado nos 

animais devido ao uso da esteira. Somente os animais adaptados à esteira seguiram às próximas 

etapas do estudo.  

No quinto dia da semana os animais adaptados realizaram um teste incremental máximo, 

em que a velocidade inicial foi de 8 m/ min e foi progressivamente aumentada em 3,2 m/min a 

cada 3 minutos, com 0% de inclinação. O critério utilizado para a determinação da exaustão e 

finalização do teste foi o animal tocar o fundo da baia por no máximo 5 vezes, demonstrando a 

incapacidade de manter o esforço (BROOKS; WRITE, 1978). A velocidade em que ocorreu a 

exaustão foi considerada como velocidade máxima (Vmax) Este teste apresenta correlação 

significativa com a medida do consumo direto de oxigênio em roedores machos, o que permite 

fidedignidade para o controle do treinamento físico (Adaptado de FERREIRA et al., 2010; 

RODRIGUES et al., 2006). 

À partir do desempenho no teste incremental os animais foram divididos em grupos 

sedentários e treinados, sendo que este último foi composto por animais que apresentaram melhor 

padrão de corrida.  

 

5.3 Programa de treinamento físico aeróbio 

 

Os treinos eram realizados em 5 dias da semana (segunda a sexta-feira) sempre no período 

da manhã. É importante salientar que os animais foram agrupados para o treinamento físico de 

acordo com a velocidade de treinamento 

Durante a primeira semana a intensidade e a duração das sessões foram progressivamente 

aumentadas. Inicialmente os animais correram por 40 minutos e com o decorrer da semana a 

duração da sessão foi aumentada até que se chegasse aos 60 minutos. A velocidade de corrida 

variou entre 40% Vmax no primeiro dia até 45% Vmax no último treino da semana. 
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A partir da segunda semana de treinamento as sessões passaram a ser de 60 min, com 

velocidade entre 60% Vmax até 70% Vmax. Da terceira até a oitava semana os animais correram a 

70% Vmax durante 60 minutos.  

A eficácia do treinamento físico foi avaliada através do teste de esforço máximo realizado 

ao final do período de treinamento. Assim como no início do experimento, todos os animais foram 

submetidos ao teste, em que o tempo total, distância total e velocidade máxima foram 

determinados. 

 

5.4 Obtenção das amostras de soro e de tecidos 

 

Ao término das oito semanas de treinamento, os animais foram mantidos em repouso por 

um período de 48 horas e jejum nas últimas 12 horas que antecederam o sacrifício. 

Os animais foram anestesiados com 2 g/Kg de uretano via intraperitoneal e após a 

confirmação do efeito da droga (ausência de reflexo caudal) foi realizada a punção cardíaca para 

a coleta do sangue total. Após este procedimento o diafragma do animal foi rompido e as amostras 

de tecido adiposo branco da região epididimal foram coletas e pesadas imediatamente. A artéria 

ilíaca foi removida cuidadosamente e mantida em solução preparada de Krebs contendo (mM): 

NaCl- 118; NaHCO3- 25; glicose- 5,6; KCl- 4,7; KH2PO4- 1,2; MgSO4.7H2O- 1,17 e CaCl2.2H2O- 

2,5. Parte da artéria ilíaca foi utilizada para os ensaios de reatividade vascular e outra porção, de 

aproximadamente 2 mm, foi imersa em meio para congelamento Tissue-Tek® OCTTM (Sakura 

Finetek Inc., CA, EUA), 

As amostras de sangue foram centrifugadas por 15 minutos a 3000 rotações/minuto e as 

alíquotas do soro foram congeladas em freezer a -80 ºC para posteriores análises.  

 

5.5 Determinação de parâmetros bioquímicos 

 

A glicose sanguínea de jejum foi determinada utilizando uma gota de sangue extraída da 

cauda do animal e depositada em fitas reativas de teste que foram inseridas em monitor digital de 

glicemia seguindo as instruções do fabricante (Advantage Roche, SP, Brasil). Esta medida foi 

realizada antes da utilização do anestésico para excluir a interferência do uso do uretano sobre a 

glicemia. 
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Amostras de soro congeladas foram utilizadas para a determinação do colesterol total (CT) 

e dos triglicerídeos (TG) utilizando kit CHOD-PAP (Roche Diagnostics GMBH, BW, Alemanha).  

Para a determinação do CT, foram necessários 2µl de amostra e acrescentados 200 µl de 

reagente em todas as amostras. No espectrofotômetro foi feita a leitura da absorbância com filtro 

e comprimento de onda de 492nm. Para a determinação do TG, foram necessários 4µl de amostra 

e acrescentados 200 µl de reagente. No espectrofotômetro foi feita a leitura da absorbância com 

filtro e comprimento de onda de 492 nm. 

 

5.6 Curvas concentração-resposta em anéis de artéria ilíaca 

 

 A artéria ilíaca foi isolada, cuidadosamente limpa e cortada em anéis sendo que cada anel 

teve medido o seu comprimento (aproximadamente 2 mm), com a utilização de retículo 

micrométrico (Nikon Instruments, NY, EUA). Cada anel foi montado em sistema de miógrafo 

multicanais para pequenos vasos (Modelo 610M, DMT A/S, NA, Dinamarca) utilizando dois fios 

de tungstênio com 20 µm de diâmetro cada e mantidos em 5 ml da solução de Krebs aquecida a 

37ºC, pH 7,4 e areada com 95 % de O2 e 5 % de CO2.  A tensão basal inicial foi calculada através 

da normalização da dimensão dos vasos utilizando uma curva de circunferência interna por tensão 

da parede (MULVANY; HALPERM, 1977). Através dos valores gerados de circunferência interna 

o diâmetro de cada anel foi calculado. As alterações de tensão do tecido foram obtidas utilizando 

transdutores isométricos e registradas em sistema PowerLab 400TM de aquisição de dados e o 

software versão 7,0 (AD Instruments, MA, EUA). 

 Após o período de 45 minutos de estabilização, a solução Krebs foi substituída por solução 

de KCl 80 mM para a verificação da viabilidade do tecido e após a obtenção da resposta máxima 

foram lavados com solução de Krebs.  

 Curvas concentração-resposta aos vasodilatadores acetilcolina (ACh: 1nM - 300 μM) e 

nitroprussiato de sódio (SNP: 100 fM - 3 μM) foram obtidas. O relaxamento foi determinado em 

relação a pré-contração induzida pelo análogo do tromboxano A2 (U46619) em concentração 

suficiente para produzir 50-80% da contração máxima. 

Os efeitos contráteis do agonista α-adrenérgico, fenilefrina (PHE: 1 nM - 300 μM, na 

presença de propranolol 100nM incubado por 30 minutos) e do análogo do tromboxano A2 
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(U46619: 100 pM - 3 μM) também foram avaliados. Os valores de contração foram determinados 

em milinewton (mN) por milímetro (mm) de artéria (mN/mm).   

 As curvas concentração-resposta foram obtidas através do aumento cumulativo das 

concentrações do agonista em meia unidade logarítmica entre doses sucessivas (VAN ROSSUM; 

1963). Os dados obtidos foram avaliados através da equação descrita:  

E = EMAX/ { [1 + (10c/10x)n] +Φ} 

Onde E representa o efeito do agonista na resposta tecidual; EMAX representa a resposta 

máxima que o agonista produziu; c representa o logarítimo da EC50, definida como a concentração 

do agonista que produz metade da resposta máxima; x representa o logarítimo das concentrações 

do agonista, o termo exponencial n é o coeficiente angular ou inclinação, parâmetro que define o 

tipo de curva concentração-resposta obtida; por fim o símbolo Φ representa a resposta observada 

na ausência do agonista. A análise de regressão não linear para determinar os parâmetros: EMAX, 

log EC50 (pEC50) e n foram determinados utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad 

Software, CA, EUA) com o valor basal Φ = zero. 

 

5.7 Produção de NO e espécies reativas de oxigênio (ERO) em artéria ilíaca 

  

 A determinação da produção de NO foi realizada pela análise de fluorescência ao 4,5-

diaminofluoresceína (DAF-2) como previamente descrito (DELBIN et al., 2012). O diacetato 

(DAF-2 DA) entra nas células e é hidrolisado por esterases do citosol em DAF-2. Na presença de 

NO e oxigênio, DAF-2 é transformado na forma de triazol, emitindo uma fluorescência verde 

(KOJIMA et al., 1998). Cortes histológicos de 10µm de espessura foram obtidas em criostato a -

25°C. Dois cortes de cada amostra foram colocados sobre lâminas com silanina e incubados com 

100µl de tampão fosfato 0,1M (pH=7,4) contendo cálcio (0,45mM) por 30 minutos em câmara 

úmida a 37°C. Posteriormente, uma nova incubação foi realizada com tampão fostato e DAF-2 

(8µM) por 30 minutos em câmara úmida (37°C) ao abrigo da luz, o que caracterizou a incubação 

“basal”. O segundo corte da mesma amostra foi incubado com o mesmo tampão (contendo cálcio 

e DAF-2), porém após 15 minutos de incubação foi acrescentado 30µM de acetilcolina e a 

incubação permaneceu por mais 15 minutos em câmara úmida (37°C) ao abrigo da luz, o que 

caracterizou a incubação “ACh”. As imagens foram captadas em microscópio óptico Eclipse 80i 

(Nikon, TYO, Japão) utilizando-se objetiva com aumento de 20 vezes acoplada a uma câmara 
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fotográfica DS-U3(Nikon, TYO, Japão). Para a fluorescência de DAF-2 utilizamos o filtro de 

fluoresceína e sua quantificação foi realizada utilizando o Software ImageJ 1.46p (NIH, MD, 

EUA). Mediu-se a densidade integrada em 7 regiões aleatórias de cada corte com área fixa (camada 

de músculo liso) e a média desses valores foi considerada a medida final de cada amostra. A 

quantificação da produção de NO pela fluorescência de DAF-2 foi medida no estado basal e após 

incubação por 15 minutos com ACh (30µM). 

A avaliação da produção tecidual de ERO foi realizada pela análise da fluorescência 

derivada da oxidação da dihidroetidina (DHE), como previamente descrito (HERNANZ et al., 

2004; WENCESLAU et al., 2011). A DHE atravessa a membrana celular e, na presença de 

espécies reativas de oxigênio, é oxidada em brometo de etídio, o qual se intercala ao DNA, 

emitindo uma fluorescência vermelha. Esta sonda é particularmente mais sensível à oxidação por 

ânion superóxido, em comparação a outras espécies reativas como o peroxinitrito, radical 

hidroxila, peróxido de hidrogênio, ânion hipoclorito e oxigênio singlete (PIECH et al., 2003).  

 Os cortes transversais de artéria ilíaca (obtidos conforme descrito anteriormente) foram 

incubados por 30 minutos com 100µl de tampão fosfato 0,1M (pH=7,4) contendo DTPA (10-4 M) 

por 30 minutos em câmara úmida a 37°C. Posteriormente, uma nova incubação foi realizada com 

tampão fostato e DHE (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e também com agente mimético à superóxido 

dismutase (SOD) por 30 minutos cada em câmara úmida (37°C) ao abrigo da luz. As imagens 

foram captadas em microscópio óptico Eclipse 80i (Nikon, TYO, Japão), utilizando-se objetiva 

com aumento de 20 vezes acoplado a uma câmera fotográfica DS-U3 (Nikon, TYO, Japão). Para 

detecção da fluorescência de DHE foi utilizado o filtro de rodamina e sua quantificação foi 

realizada utilizando o Software ImageJ 1.46p (NIH, MD, EUA). Mediu-se a densidade integrada 

em 7 regiões aleatórias de cada corte com área fixa (camada de músculo liso) e a média desses 

valores foi considerada a medida final de cada amostra. A quantificação da produção de ERO pela 

fluorescência de DHE foi medida no estado basal e após incubação por 30 minutos com agente 

mimético à superóxido dismutase (2,5 µM).   

  

5.8 Análise Estatística 

 Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M) para n 

experimentos. Análise de variância, ANOVA two-way, seguida de pós-teste de Bonferroni, foi 

empregada para avaliar diferenças entre os grupos experimentais utilizando o programa Graph Pad 
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Prism 5.0 (GraphPad Software, CA, EUA). Para constatar a efetividade do treinamento físico os 

resultados do teste incremental de cada grupo foram comparados utilizando Teste t pareado 

utilizando o programa Graph Pad InStat (GraphPad Software, CA, EUA). Valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Teste incremental máximo e eficácia do protocolo de treinamento 

 

Não houve diferença no desempenho dos animais no teste incremental realizado na semana 

de adaptação ao ergômetro. Ao final do protocolo de treinamento físico, os grupos treinados 

(WT/Ex e KO/Ex) apresentaram melhora do desempenho com aumento da velocidade máxima 

(41% e 37% respectivamente), da distância total percorrida (86% e 71%, respectivamente) e do 

tempo total de teste (42% e 44%, respectivamente) quando comparados aos seus resultados 

iniciais. Por outro lado, os animais sedentários apresentaram pior desempenho após oito semanas, 

sendo que para o grupo KO esta redução foi mais pronunciada. Com base nesses resultados, 

podemos comprovar a eficácia do protocolo de treinamento físico empregado neste estudo (tabela 

1).  

 

     

 

 WT WT/Ex KO KO/Ex 

Velocidade 

máxima inicial 

(m/min) 

25,7 ± 0,43 25,7 ± 0,94 25,2 ± 0,72 25,2 ± 0,91 

Velocidade 

máxima final 

(m/min) 

23,6 ± 0,72$ 36,6 ± 1,13*$ 21,9 ±0,77$ 34,5 ± 1,56+$ 

Distância inicial 

(m) 

343,7 ± 17,81 348,4 ± 26,62 332,6 ± 11,75 359,21 ± 26,08 

Distância final 

(m) 

308,9 ± 17,24 648,2 ± 49,37*$ 277,2 ± 17,59$ 614,5 ± 47,08+$ 

Tempo inicial 

(min) 

19,4 ± 0,62 20,1 ± 1,03 19,4 ± 0,51 19,5 ± 0,92 

Tempo final 

(min) 

18,1 ± 0,67 28,5 ± 1,38*$ 16,9 ± 0,79$ 28,1 ± 1,35+$ 

Dados expressos como média ± EPM. O n experimental foi de: WT=17, WT/Ex=17, KO=23, KO/Ex=22. *diferente 

de WT; +diferente de KO (ANOVA two-way), $diferente da condição inicial (Teste t pareado). 

Tabela 1. Teste incremental máximo realizado no início e ao final do protocolo de treinamento 

físico dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado (WT/Ex), knockout sedentário e 

knockout treinado (KO/Ex). (KO) e knockout treinado (KO/Ex) 
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6.2 Ganho de peso corporal, gordura epididimal e consumo alimentar 

 

 Ao final do protocolo experimental, a comparação entre os grupos WT e KO evidenciou 

maior ganho de peso (cerca de 640% superior) e de gordura epididimal (510%) no grupo KO. O 

protocolo de treinamento físico foi efetivo para amenizar o ganho de peso corporal e o aumento 

da gordura epididimal no grupo KO/Ex (aumento de 167% e 121%, respectivamente, comparado 

com WT), entretanto, estas variáveis ainda foram maiores para o grupo KO/Ex em comparação ao 

WT/Ex. Com relação ao consumo alimentar, os animais dos grupos KO, alimentados com dieta 

hiperlipídica, consumiram menor quantidade de alimento ingerida (em gramas), entretanto, a 

ingestão energética (em Kcal) foi maior para estes grupos. Os valores médios de cada variável 

estão mostrados na tabela 2. 

 

Tabela 2. Peso inicial, peso final, ganho de peso corporal e peso da gordura epididimal de 

camundongos dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado (WT/Ex), knockout 

sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). 

 WT WT/Ex KO KO/Ex 

Peso inicial (g) 24,8±0,49 (17) 23,9±0,80 (17) 23,2±0,31 (25) 23,3±0,59 (24) 

Peso final (g) 26,3±0,43 (17) 26,1±0,64 (17) 33,4±0,10 (23)* 27,1±0,78 (22)+& 

Ganho de peso (g) 1,5±0,29 (17) 2,2±0,54 (17) 11,1±0,91 (23)* 4,0±0,52 (22)+& 

Gordura epididimal 

(g) 

0,3±0,02 (17) 0,2±0,01 (17) 1,1±0,12 (23)* 0,6±0,05 (20)+& 

Consumo alimentar 

(g/animal/dia) 

5,0±0,29 5,2±0,39 3,5±0,08* 3,6±0,08& 

Ingestão energética 

(Kcal/animal/dia) 

18,1±1,06 17,6±0,91 21,5±0,49* 22,2±0,48& 

Dados expressos como média  EPM. O n experimental está inserido entre parêntesis. A diferença entre o n inicial e 

o final deve-se à morte de animais durante o período experimental, exceto para gordura epididimal no grupo KO/Ex 

em que dois resultados foram excluídos. *diferente de WT; &diferente de WT/Ex; +diferente de KO; para p<0,05 

(ANOVA two-way).  
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6.3 Parâmetros Bioquímicos 

 

 O grupo KO apresentou maior concentração de glicose, colesterol total e triglicerídeos 

(35%, 180% e 99%, respectivamente) comparado ao grupo WT. O protocolo de treinamento físico 

não foi eficaz para modificar estes parâmetros em animais KO/Ex ou em animais WT/Ex (Figura 

5). 
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Figura 5. Concentração de glicose, colesterol total e triglicerídeos de camundongos dos grupos wild type sedentário 

(WT), wild type treinado (WT/Ex), knockout sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). Dados estão expressos 

como média  EPM. O n experimental está mostrado em cada coluna, houve perda de amostra para as dosagens de 

colesterol total e de triglicerídeos. *diferente de WT; &diferente de WT/Ex; para p<0,05 (ANOVA two-way).  
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6.4 Reatividade vascular em artéria ilíaca 

  

O valor médio do diâmetro da artéria ilíaca em animais do grupo KO foi 23% maior 

comparado ao grupo WT. Em animais do grupo KO/Ex esta alteração não foi observada. Com 

relação à resposta máxima induzida pela solução de KCl (80 mM) foi observada resposta 

semelhante entre os grupos experimentais. A tabela 3 mostra os valores do diâmetro da artéria 

ilíaca e o delta de contração em resposta ao cloreto de potássio. 

 

Tabela 3. Diâmetro da artéria e o delta de contração em resposta ao ΔKCl de anéis de artéria ilíaca, 

com endotélio intacto, de camundongos dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado 

(WT/Ex), knockout sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). 

 WT 

(9) 

WT/Ex 

(8) 

KO 

(10) 

KO/Ex 

(12) 

Diâmetro da 

ilíaca (µm) 

215,5 ± 18,88 

  

263,6 ± 13,90  277,4±12,87*  

  

223,5 ± 11,55+  

Δ contração ao 

KCl (mN/mm) 

4,0 ± 0,69  

  

4,3 ± 0,67  

 

5,1 ± 0,32  

 

4,8 ± 0,65  

 

Dados estão expressos como média  EPM. *diferente de WT; + diferente de KO; para p<0,05 (ANOVA two-way). O 

n experimental está mostrado entre parêntesis. Para este ensaio a quantidade de elementos por grupo está reduzida 

devido a problemas metodológicos que levaram à perda de viabilidade dos tecidos.  

 

 

Com relação à resposta relaxante, redução significativa na resposta máxima à acetilcolina 

foi observada em artérias de animais do grupo KO quando comparado ao grupo WT. A realização 

de exercício físico, neste caso, preveniu completamente a redução do relaxamento dependente do 

endotélio (Figura 6, painéis A e C). Nenhuma diferença foi verificada na resposta máxima ao 

nitroprussiato de sódio entre os grupos experimentais (Figura 6, painéis B e D). A potência dos 

agonistas de relaxamento não foi modificada (Tabela 4). 
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Figura 6. Curvas concentração-resposta à acetilcolina (ACh, painel A) e ao nitroprussiato de sódio (SNP, painel B) 

em anéis de artéria ilíaca com endotélio intacto de camundongos dos grupos wild type sedentário (■ WT), wild type 

treinado (■ WT/Ex), knockout sedentário (▲KO) e knockout treinado (▲KO/Ex). Respostas máximas (Emax) estão 

quantificadas nos gráficos de columa (painel C e D). Dados estão expressos como média  EPM. O n experimental 

está mostrado em cada coluna. *diferente de WT; + diferente de KO; para p<0,05 (ANOVA two-way). 

 

 

Tabela 4. Valores de potência (pEC50) obtidos a partir de curvas concentração-resposta à 

acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sódio (SNP) em anéis de artéria ilíaca, com endotélio 

intacto, de camundongos dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado (WT/Ex), 

knockout sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). 

 WT WT/Ex KO KO/Ex 

ACh 7,39 ± 0,30 (6) 7,16 ± 0,05 (8) 7,33 ± 0,20 (7) 7,28 ± 0,12 (9) 

SNP 6,17 ± 0,24 (7) 6,32 ± 0,29 (6) 6,96 ± 0,20 (10) 6,68 ± 0,28 (10) 

Dados de potência são representados como –log da concentração do agonista necessária para produzir 50% da resposta 

máxima. Dados estão expressos como média  EPM. O n experimental está mostrado entre parêntesis.  
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Foi observado aumento da resposta contrátil e da potência do agonista α-adrenérgico 

fenilefrina em artérias de animais do grupo KO em comparação aos animais do grupo WT, sendo 

este aumento de 65% para Emax e de 3 vezes para a pEC50. A resposta contrátil ao análogo do 

tromboxano A2, U46619, não foi significativamente modificada nos animais KO ou nos animais 

exercitados. As curvas para ambos os agonistas contráteis são mostradas na figura 7 e a pEC50 na 

tabela 5.  

Figura 7. Curvas concentração-resposta à fenilefrina (PHE, painel A) ao análogo do tromboxano A2 (U46619, painel 

B) em anéis de artéria ilíaca com endotélio intacto de camundongos dos grupos wild type sedentário (■ WT), wild type 

treinado (■ WT/Ex), knockout sedentário (▲KO) e knockout treinado (▲KO/Ex). Respostas máximas (Emax) estão 

quantificadas nos gráficos (painel C e D). Dados estão expressos como média  EPM. O n experimental está mostrado 

em cada coluna. *diferente de WT; para p<0,05 (ANOVA two-way). 
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Tabela 5. Valores de potência (pEC50) obtidos a partir de curvas concentração-resposta à 

fenilefrina (PHE) e ao análogo do tromboxano A2 (U46619) em anéis de artéria ilíaca com 

endotélio intacto de camundongos dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado 

(WT/Ex), knockout sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). 

 WT WT/Ex KO KO/Ex 

PHE 5,71 ± 0,15 (5) 6,21 ± 0,10 (5) 6,23 ± 0,06 (6)* 6,57± 0,20 (5) 

U46619 8,04 ± 0,03 (4) 8,19 ± 0,06 (4) 8,02 ± 0,09 (6) 7,98 ± 0,02 (6) 

Dados de potência são representados como –log da concentração do agonista necessária para produzir 50% da resposta 

máxima. Dados estão expressos como média  EPM. O n experimental está mostrado entre parêntesis. *diferente de 

WT; para p<0,05 (ANOVA two-way). 

 

Diante dos achados nos experimentos de reatividade vascular, passamos a investigar os 

mecanismos responsáveis pela alteração da resposta relaxante e contrátil observada em artérias de 

animais KO e KO/Ex. A primeira via investigada foi a da produção local de NO em estado basal 

e após estímulo com acetilcolina. O resultado mostra uma redução de 47% na produção basal de 

NO e de 65% na produção estimulada por ACh em artérias de animais do grupo KO (Figura 8).  

Foi avaliada também a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), realizada pela 

análise da fluorescência derivada da oxidação da dihidroetidina no estado basal e na presença de 

superóxido dismutase (SOD). Verificou-se um aumento de 48% na produção de ERO em artérias 

do grupo KO, que foi parcialmente prevenido pela realização de exercício físico nos animais 

KO/Ex. A quantificação e as imagens representativas estão mostradas na figura 9. 
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Figura 8. Representação da fluorescência ao 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2), marcador da produção de óxido 

nítrico em artérias de camundongos dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado (WT/Ex), knockout 

sedentário (KO) e knockout treinado (KO/Ex). Nos painéis à esquerda está mostrada a produção no estado basal e nos 

painéis à direita a produção estimulada por 30µM de acetilcolina. Os gráficos de coluna mostram a quantificação da 

fluorescência nos estados basal, estimulado por ACh e a diferença entre os dois. Mediu-se a densidade integrada em 

7 regiões aleatórias de cada corte com área fixa (camada de músculo liso) e a média desses valores foi considerada a 

medida final de cada amostra. Os dados estão expressos como média  EPM para um n experimental de WT=9, 

WT/Ex=9, KO=8 e KO/Ex=7. *diferente de WT; para p<0,05 (ANOVA two-way)  
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.  

 
Figura 9. Representação da fluorescência induzida por dihidroetidina (DHE) para a produção de espécies reativas de 

oxigênio na ausência (painéis a esquerda) e na presença de agente mimético à SOD (painéis a direita) em artérias de 

camundongos dos grupos wild type sedentário (WT), wild type treinado (WT/Ex), knockout sedentário (KO) e 

knockout treinado (KO/Ex). Os gráficos de coluna mostram a quantificação da fluorescência nos estados basal, na 

presença de SOD e a diferença entre os dois. Mediu-se a densidade integrada em 7 regiões aleatórias de cada corte 

com área fixa (camada de músculo liso) e a média desses valores foi considerada a medida final de cada amostra. Os 

dados estão expressos como média  EPM para um n experimental de WT=8, WT/Ex=7, KO=10 e KO/Ex=9. 

*diferente de WT; +diferente de KO, para p<0,05 (ANOVA two-way). 
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7. DISCUSSÃO 

 
Foi demonstrado neste estudo que camundongos LDLR-/- sedentários e alimentados com 

dieta hiperlipídica (grupo KO), apresentaram alterações significativas nos parâmetros metabólicos, 

bioquímicos e vasculares. Houve um aumento do ganho de peso e da gordura epididimal, bem 

como um aumento das concentrações circulantes de glicose, colesterol total e triglicerídeos. A 

reatividade do vaso também está alterada, com redução do relaxamento dependente do endotélio, 

aumento da contratilidade mediada por agonista α-adrenérgico e aumento do diâmetro do vaso 

(remodelamento arterial para fora). Foi observada ainda menor produção de NO, concomitante à 

maior produção de ERO na artéria ilíaca desses animais. O exercício físico foi eficaz para prevenir 

o dano vascular, mantendo o relaxamento dependente do endotélio, reestabelecendo a resposta 

contrátil e diminuindo o diâmetro da artéria ilíaca. Esses resultados ocorreram na ausência de 

modificação do perfil bioquímico (glicose, triglicerídeos e colesterol total). Entretanto, animais 

KO exercitados apresentaram redução da produção de ERO arterial e discreto aumento na 

produção de NO induzido por acetilcolina. 

Diferentes estudos realizados com camundongos LDLR-/- e apoE-/-, alimentados com dieta 

hiperlipídica, mostraram que esses animais apresentaram maior ganho de peso corporal e de 

gordura epididimal, elevadas concentrações de colesterol total e de triglicerídeos comparado à 

animais WT (CESAR et al., 2010; STEFANIA et al., 2012; LU et al., 2015). Resultado semelhante 

foi observado no presente estudo, corroborando os achados de Funke et al. (2014) que também 

mostraram aumento de gordura epididimal em camundongos LDLR-/-, após quinze semanas sendo 

alimentados com dieta hiperlipídica (21% de gordura, 0,2% de colesterol) e de Niebauer et al. 

(1999) em que camundongos apoE-/- alimentados com dieta hiperlipídica (21% de gordura, 0,15% 

de colesterol) durante 4 semanas apresentaram aumento do ganho de peso corporal e do colesterol 

total comparados aos animais WT. 

A glicemia dos animais do grupo KO estava aumentada em 23%. Achados da literatura 

esclarecem que a dislipidemia pode causar problemas no metabolismo da glicose, e que este 

resultado estaria relacionado à ação deletéria dos ácidos graxos livres sobre a sinalização celular 

da insulina e/ou a função da célula β pancreática, resultando em resistência à insulina e disfunção 

da célula β (BRIAUD et al., 2001; CARVALHEIRA et al., 2002). Estudo de Ghosh et al (2014) 

confirmou este achado mostrando que animais LDLR-/- alimentados com dieta ocidental 

desenvolvem intolerância à glicose. 
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Desordens metabólicas como as observadas nos animais LDLR-/- podem contribuir para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, que são a principal causa de morte no mundo 

(OMS, 2010) e a disfunção endotelial desempenha o papel principal no desenvolvimento das 

complicações vasculares (MONTERO et al., 2012). Sendo assim, a manutenção da função 

endotelial é fundamental para o controle vasomotor, tanto em artérias de condutância como em 

artérias de resistência (GREEN et al., 2004). Por sua vez, a aterosclerose é uma doença 

inflamatória crônica associada com a disfunção endotelial que resulta no desequilíbrio da produção 

de agentes vasodilatadores e vasoconstritores por células endoteliais e diminuição da luz do vaso 

(BARTER, 1996).  

O remodelamento arterial é uma das consequências do processo de aterosclerose e foi 

pioneiramente descrito por Glagov et al. (1987) quando observaram o remodelamento arterial para 

fora em artéria coronária de humanos, um mecanismo compensatório para a manutenção da luz do 

vaso que ocorria quando as placas de ateroma ocupavam aproximadamente 40% da área de secção 

transversa do vaso. 

No presente estudo, o grupo KO apresentou aumento do diâmetro do vaso da artéria ilíaca 

quando comparado ao grupo controle (WT), demonstrando um possível remodelamento arterial 

para fora. Esta hipótese se apoia em achados da literatura nos quais o remodelamento arterial 

estaria associado ao desenvolvimento de lesão aterosclerótica em animais (macacos, porcos, 

camundongos apoE-/-, camundongos LDLR-/-), indicando um possível mecanismo de compensação 

devido a obstrução da luz do vaso (AIKAWA et al., 1998; VERHAMME et al., 2002; ZHAO et 

al., 2011). Além disso, o remodelamento arterial para fora parece ocorrer para evitar a disfunção 

endotelial, o que promoveria maior acúmulo de lipídeos, de macrófagos e maior vulnerabilidade 

para ruptura da placa (SCHOENHAGEN, 2001; VARNAVA et al., 2002; BENTZON, 2003; 

NISSEN, 2004)  

A disfunção endotelial está fortemente relacionada com a aterosclerose e desempenha papel 

principal no desenvolvimento de complicações vasculares (MONTERO et al., 2012). É 

caracterizada por uma menor biodisponibilidade de NO, que além de potente vasodilatador, 

também inibe diferentes componentes do processo de aterogênese, tais como: proliferação das 

células musculares lisas, agregação plaquetária e adesão/infiltração dos monócitos (BUSSE; 

FLEMING, 1996; KOJDA; HARRISON, 1999). Sendo assim, a redução do relaxamento 

dependente do endotélio poderia ser um indicador de que há lesão endotelial e menor produção de 
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NO, o que contribuiria para o início e a progressão da aterosclerose. No presente estudo, os 

camundongos do grupo KO apresentaram menor relaxamento dependente do endotélio na artéria 

ilíaca, concomitantemente, reduzida produção de NO e aumentada produção de ERO, levando à 

diminuição da biodisponibilidade de NO.  

As ERO tem papel importante na patogênese da aterosclerose, sendo o ânion superóxido 

um dos mais potentes oxidantes que desempenha função central neste processo (DHALLA et al., 

2000). Foi demonstrado que camundongos LDLR-/- e/ou apoE-/- apresentam estresse oxidativo 

vascular e alterações no tamanho da placa de ateroma, enrijecimento arterial, disfunção endotelial 

(OZAKI et al., 2002, TEODORO et al., 2012). Outros estudos que investigaram processos de 

aterosclerose induzida por dieta hiperlipídica na aorta de camundongos LDLR-/- ou apoE-/- também 

demonstraram diminuição da resposta relaxante dependente do endotélio, diminuição da produção 

de NO e aumento na produção de ERO (BARTON et al., 1998; DECKERT et al., 1999; D’USCIO 

et al., 2001; CRAUWELS et al., 2003; MOMI, 2012). Além da modulação pelo estresse oxidativo, 

a biodisponibilidade de NO também é afetada por desequilíbrio na concentração de cofatores para 

a produção deste agente relaxante. Jiang et al. (2000) demonstraram que a administração 

combinada de L-arginina e de tetra-hidrobiopterina (BH4), cofatores para a produção de NO, foi 

eficaz para reestabelecer o relaxamento dependente do endotélio na aorta torácica de camundongos 

LDLR-/-.  

A menor produção de NO na artéria ilíaca dos animais KO também pode estar diretamente 

relacionada à maior concentração de glicose e de lipídios circulantes, uma vez que além de 

apresentarem deleção do gene LDLR ainda foram alimentados com dieta hiperlipídica. Foi 

demonstrado que a ingestão de alta quantidade de açúcares e de lipídios culmina em elevada 

produção de ERO no endotélio vascular, que oxida o cofator BH4 e o transforma em produtos 

biologicamente inativos. Assim, a estabilização dos dímeros ativos que constituem a enzima eNOS 

é perdida (WERNER et al., 1998; FÖRSTERMANN; MÜNZEL, 2006) e esta passa a produzir 

ânion superóxido em detrimento da produção de NO (FORTUÑO et al., 2005).  

Com relação à resposta contrátil, foi demonstrado em macacos (HEISTAD et al. 1984) e 

em coelhos (MACLEAN et al. 1993) alimentados com dieta hiperlipídica, além de camundongos 

apoE-/- alimentados com dieta padrão (FRANSEN et al., 2008; MORI-KAWABE et al., 2009) um 

aumento da resposta contrátil ao agonista α-adrenérgico fenilefrina, resultado observado também 

no presente estudo. Alterações na resposta contrátil podem ocorrer por aumento na produção de 
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ERO (SILVA, 2013), diminuição da produção de NO endotelial (CASINO et al. 1993; HIRATA 

et al., 1995) ou por alterações no perfil lipídico que poderiam levar a oxidação das LDL (PARK; 

PARK 2015) caracterizando o marco inicial do processo aterogênico (SCHMIDT et al., 1992).  

A contribuição do NO para a redução da contratilidade do vaso foi mostrada por Fransen 

et al. (2008). Utilizando camundongos apoE-/- alimentados com dieta padrão estes autores 

demonstraram que os animais apresentavam maior resposta à fenilefrina quando comparados aos 

animais WT e a remoção do endotélio ou a adição de inibidor da eNOS fizeram desaparecer esta 

diferença.  

Interessante notar que a resposta constritora ao análogo do tromboxano A2 não foi 

estatisticamente diferente entre animais WT e KO. Não foram encontrados estudos com animais 

LDLR-/-que avaliaram a resposta constritora ao agente em questão. Aortas de camundongos apoE-

/- alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram resposta máxima ao U46619 semelhante à dos 

animais WT (MAGUIRE et al., 2005). A possível explicação para a diferença de resposta 

constritora entre os agentes utilizados no presente estudo (fenilefrina e U46619) pode estar na 

adaptação dos receptores α-adrenérgicos. Evangelho et al. (2011) demonstraram que a 

hipercolesterolemia induz, de maneira diretamente proporcional, aumento da modulação simpática 

vascular e redução da sensibilidade baroreflexa em camundongos LDLR-/-. O possível mecanismo 

que levaria a estas modificações seria a menor distensibilidade vascular provocada pelo aumento 

da concentração de lipídios circulantes em camundongos LDLR-/- (CAMPOS et al., 2008).  

Estudo em humanos mostrou que a infusão de lipídios, provocou redução da 

distensibilidade arterial e aumento do limiar para ativação dos baroreceptores. Os autores 

atribuíram estes achados à maior atividade simpática (sem modificação do tônus vagal) e a possível 

alteração eletrofisiológica com aumento da atividade da bomba de sódio, o que aumentaria o limiar 

de pressão necessário para ativação dos baroreceptores (GADEGBEKU et al., 2002). 

O protocolo de oito semanas de treinamento físico aeróbio de intensidade moderada foi 

eficiente para prevenir parte das desordens metabólicas apresentadas pelos animais KO. Mais 

especificamente, os animais KO/Ex apresentaram menor ganho de peso e depósito de gordura 

epididimal comparado ao seu respectivo par sedentário. Tais resultados corroboram com estudos 

prévios realizados com camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica que realizaram 

corrida voluntária por 12 ou por 20 semanas e apresentaram menor ganho de peso e de gordura 
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epididimal, sem alteração no colesterol total e nos triglicerídeos (MEISSNER et al., 2011; 

LANGBEIN et al., 2015).  

Assim como nos estudos anteriormente citados que utilizaram corrida voluntária, nenhuma 

modificação foi observada no colesterol total e nos triglicerídeos de animais KO/Ex do presente 

estudo. Resultado semelhante foi observado quando camundongos fêmeas LDLR-/- alimentadas 

com dieta hiperlipídica realizaram exercício intenso (85% da capacidade máxima, corrida a 22 

m/min, com 8º graus de inclinação) realizado por 4 semanas (2 vezes/ dia, 30 min/sessão, 5 

dias/semana) falhou em modificar o colesterol total (NIEBAUER et al., 2003).  

Mesmo na ausência de modificação do perfil lipídico, o exercício físico tem se mostrado 

eficaz para prevenir lesão aterosclerótica em modelo animal. No estudo de Ramachandran et al. 

(2005) em que camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica foram submetidos a 

corrida na esteira (15 m/min, 30 min/dia, por 12 semanas) e apresentaram lesão aterosclerótica na 

aorta 50% menor do que o grupo não exercitado, mesmo sem alteração no colesterol total. Este 

resultado foi atribuído à maior atividade da catalase e da óxido nítrico sintase observada em 

animais treinados. Camundongos apoE-/- alimentados com dieta padrão que realizaram corrida em 

esteira de intensidade moderada (15 m/min, 4 x 15 min com 2 min de intervalo entre eles, por 24 

semanas) não apresentaram modificação na concentração de colesterol total quando comparado ao 

seu par sedentário, no entanto, o grupo exercitado teve atenuada a formação de placa de ateroma 

na carótida, sugerindo que o exercício físico pode modular o remodelamento vascular, 

independente de alterações no perfil lipídico (PYNN et al., 2004). Mesmo um protocolo de corrida 

voluntária durante 10 semanas foi eficaz em atenuar a formação de placa de ateroma e preservar a 

função endotelial de camundongos apoE-/- alimentados com dieta hiperlipídica (FUKAO et al. 

2010). 

Estudo utilizando camundongos diabéticos db/db alimentandos com dieta padrão e 

submetidos a corrida na esteira (intensidade correspondente a 50% do VO2max, 60 min/dia, 5 dias/ 

semana, durante 10 semanas) não mostrou modificação na glicemia e no colesterol total, quando 

comparados ao seu par sedentário. Entretanto, o protocolo de exercício físico foi eficaz em 

restaurar o relaxamento dependente do endotélio da artéria coronária, devido ao aumento da 

biodisponibilidade de NO, assim como a redução da inflamação e aumento da atividade da SOD 

(LEE et al., 2011). 
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O mecanismo pelo qual o exercício físico exerce influência sobre a morfofuncionalidade 

do vaso está relacionado à elevação da força de estiramento nas paredes das artérias (shear stress), 

o que estimula mecanossensores presentes nas células endoteliais. A capacidade das células 

endoteliais de perceber e responder às mudanças no fluxo sanguíneo é um fator essencial na 

regulação do tônus vascular e, em longo prazo, promove o remodelamento da parede arterial 

através da ativação de fatores de crescimento celular (GREEN et al. 2004, JOYNER; GREEN, 

2009). 

O aumento do diâmetro da artéria observado em animais do grupo KO foi considerado 

como um ajuste compensatório para manutenção da luz do vaso como descrito na literatura 

(GLAGOV et al., 1987; NOGUEIRA, 2005). Os animais do grupo KO/Ex não apresentaram este 

padrão, mostrando que o exercício físico pode realmente ter amenizado a formação de placa de 

ateroma nestes animais. Os mecanismos desta resposta envolvem ações que aumentam a 

biodisponibilidade de NO em consequência do shear stress (CLARKSON et al., 1999; 

BALLINGER et al., 2002; MCALLISTER; LAUGHLIN, 2006).  

Além da manutenção no diâmetro da artéria ilíaca, os animais do grupo KO/Ex 

apresentaram relaxamento induzido por acetilcolina (dependente do endotélio) e resposta contrátil 

à fenilefrina semelhante às apresentadas por animais dos grupos WT e WT/Ex. O provável 

mecanismo envolvido nestas repostas estaria relacionado à preservação parcial da produção de NO 

e, principalmente, a sua ação antioxidante no tecido vascular consequentemente diminuindo a 

produção de ERO dos animais do grupo KO/Ex. Diante destes resultados, podemos inferir que o 

treinamento físico proporcionou um aumento na biodisponibilidade do NO. 

 Uma das vias para o aumento da biodisponibilidade do NO é o aumento da sua produção, 

por aumento da expressão e/ou da atividade da eNOS observada em artérias de animais que 

realizaram exercício físico. Estes resultados encontrados foram no estudo de Meilhac et al. (2001) 

em que camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica realizaram exercício contínuo 

de corrida na esteira (15m/min, 30 min/dia, 5 dias/semana por 12 semanas) e no estudo de 

Matsumoto et al. (2010) em que camundongos LDLR-/- alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica realizaram exercício intervalado de corrida na esteira (5º de inclinação, 15 

m/min, 4 x 15 min com 2 min de intervalo entre eles, 5 dias/semana por 16 semanas). 

 Outro aspecto importante relacionado ao aumento da biodisponibilidade do NO é o 

aprimoramento do aparato antioxidante observado em indivíduos treinados. Esta é uma resposta 
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adaptativa à maior formação de ERO que ocorre durante o exercício físico em função da maior 

demanda de energia proveniente das mitocôndrias. Por outro lado, o sistema é hábil em promover 

mecanismos de adaptação, como o aumento da expressão ou atividade de agentes antioxidantes, 

capazes de prevenir ou minimizar dano oxidativo causado pela ação de tais agentes (BARBOSA 

et al., 2010). Esta adaptação tem especial importância para a manutenção da biodisponibilidade no 

NO, pois, o ânion superóxido formado no tecido vascular reage com o NO formando peroxinitrito 

(ONOO-) que não apresenta potencial vasodilatador, mas as características de ação como as do 

radical hidroxila. Ainda, o ONOO- pode induzir remodelamento arterial e disfunção endotelial por 

dano celular (FORTUÑO et al., 2005). 

Os resultados do presente estudo estão em consonância com achados da literatura que 

realizaram protocolos experimentais com camundongos LDLR-/- submetidos ao treinamento físico 

e mostraram aprimoramento do aparato antioxidante e/ou menor produção de espécies reativas de 

oxigênio. Estudo realizado por Napoli et al. (2006) com camundongos LDLR-/- alimentados com 

dieta hiperlipídica e submetidos ao exercício físico (natação, por 2 a 4 meses) mostrou aumento 

da expressão de eNOS na aorta, além do aumento da atividade da superóxido dismutase, catalase 

e glutationa peroxidase. Ramachandran et al. (2005) utilizando a mesma linhagem de animais e 

exercício físico (corrida, 15m/min, 30 min/dia, 5 dias/semana por 12 semanas) observaram 

aumento da expressão da SOD e aumento da biodisponibilidade de NO. Aumento da expressão da 

eNOS, da catalase e da glutationa peroxidase também foi observado em aorta de camundongos 

LDLR-/- submetidos ao exercício físico aeróbio (corrida, 15m/min, 30 min/dia, 5 dias/semana por 

12 semanas) (MEILHAC et al., 2001). 

Em estudos com camundongos apoE-/- o exercício físico aeróbio de moderada intensidade 

aumentou a expressão vascular de enzimas antioxidantes como a SOD, CAT e GPx e reduziu a 

expressão e a atividade da NADPH oxidase e da xantina oxidase (DURRANT et al., 2009; YANG, 

2009). O sistema antioxidante é importante na prevenção da aterosclerose, uma vez que este 

processo pode ser iniciado e agravado pela entrada, no endotélio, de lipoproteínas modificadas por 

espécies reativas (TEODORO et al. 2010). Além disso, camundongos apoE-/-  manipulados para 

superexpressão de glutationa peroxidase diminuíram a evolução da aterosclerose, sendo essa 

redução justificada pela menor peroxidação lipídica na parede arterial e diminuição da expressão 

das proteínas das moléculas de adesão VCAM e ICAM na aorta desses animais (GUO et al., 2008).  
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Dessa forma, adaptações vasculares em resposta ao exercício físico reduzem as ERO e, 

consequentemente, aumentam a biodisponibilidade de NO, melhorando a função endotelial 

(DURRANT et al., 2009; LESNIEWKI et al., 2011). Outros estudos em que animais LDLR-/- e 

apoE -/- foram alimentados com dieta hiperlipídica e submetidos ao treinamento físico de 

moderada intensidade também verificaram os efeitos benéficos do exercício sobre a função 

endotelial, não associados à reversão da dislipidemia exibida por estes animais (MATSUMOTO 

et al., 2010; NIEBAUER et al., 2003), assim como encontrado no presente estudo. 

Com relação a resposta contrátil induzida pela fenilefrina, que estava aumentada em 

animais do grupo KO, observou-se que o exercício físico pode ter modulado para baixo a 

sensibilidade dos receptores α-adrenérgicos, uma vez que a resposta à este agente em animais 

KO/Ex não foi diferente da verificada em animais dos grupos WT e WT/Ex. Provavelmente a 

manutenção da função endotelial nestes animais tem participação nesta resposta.  

Além disso, em resposta ao exercício físico crônico há redução da atividade simpática e 

aumento da sensibilidade baroreflexa, ajustes que ocorreriam via redução das ERO (CAMPOS et 

al., 2008). O estudo de Heeren et al. (2009) mostrou aumento da pressão arterial e redução da 

sensibilidade baroreflexa em camundongos LDLR-/- sedentários, o que não foi observado no grupo 

treinado que realizou corrida na esteira em intensidade leve-moderada (50-70% da velocidade 

máxima, 60min/dia, 5 dias/semana, por 4 semanas). Assim, a alteração na sensibilidade dos 

receptores α-adrenérgicos observada em animais KO poderia ser reflexo de uma hiperatividade 

simpática que foi prevenida pelo exercício físico em animais KO/Ex.  
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8. CONCLUSÃO 

O protocolo de exercício físico utilizado neste estudo, preveniu a disfunção endotelial na 

artéria ilíaca de camundongos LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipídica. Este achado está 

relacionado à menor produção de espécies reativas de oxigênio, o que poderia aumentar a produção 

de NO, uma vez que não foi observada modificação no perfil lipídico dos animais treinados.  
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