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RESUMO 

MOREIRA, R. P. Contribuição do complexo NAD(P)H oxidase na disfunção de aorta 

torácica de camundongos jovens tratados com colesterol. 2014. 69f Dissertação. 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2014. 

Vários fatores são responsáveis pelo desenvolvimento de doenças cardiovasculares, dentre 

eles o alto consumo de colesterol. Segundo a AHA, o consumo recomendado de colesterol é 

de 300mg/dia. No entanto esses valores nem sempre são respeitados. Na maioria das vezes a 

consequência do alto consumo de colesterol é o desenvolvimento da dislipidemia, a qual 

favorece o desenvolvimento da disfunção endotelial. É descrito que o alto consumo de 

colesterol pode levar ao risco do desenvolvimento de doenças cardiovasculares antes mesmo 

do desenvolvimento da dislipidemia, uma vez que, em alguns casos o consumo recomendado 

de colesterol na dieta diária é ultrapassado, e mesmo em estágios crônicos desse consumo não 

se observa o seu desenvolvimento. Dessa forma o consumo crônico de altas concentrações de 

colesterol poderia favorecer alterações no sistema vascular, antes mesmo da instalação do 

processo dislipidêmico. O objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos da ingestão de altas 

concentrações de colesterol por camundongos sobre as repostas de angiotensina II (Ang II) 

em aorta torácica, bem como avaliar a participação da NAD(P)H oxidase nesse processo. Os 

animais foram divididos em grupo tratados com ração colesterol 1% (RC) ou ração colesterol 

padrão (RP), durante 1 mês ou 3 meses. O tratamento com RC não alterou o peso dos animais 

nem foram observadas alterações morfológicas em aorta torácica, sugerindo que a alteração 

na funcionalidade deste tecido não foi decorrente de modificações estruturais. O tratamento 

com RC acarretou no aumento dos níveis basais de O
-
2 produzido em parte pela NOX-1 e 

NOX-4, além do aumento da expressão proteica de NOX-1 em aorta torácica de animais 

tratados 3 meses. No estudo funcional foi observado um aumento do Emax da Ang II em 

animais tratados durante 1 mês e 3 meses, uma reposta independente de endotélio. Esse 

aumento foi restaurado na presença de Tiron, mostrando a contribuição de O
-
2 no aumento do 

Emax de Ang II em aorta torácica. Na presença de inibidores de NOX-1 e NOX-4 também foi 

observada à restauração do Emax observada na ausência dos mesmos, mostrando a 

participação das subunidades na produção de O
-
2. Os animais tratados com RC não 

apresentaram alterações no perfil lipídico, esse fato deve-se principalmente pela falta do ácido 

cólico na dieta. O Emax da Ang II foi aumentado em aorta torácica de camundongos tratados 

com RC em decorrência de aumento nos níveis basais de O
-
2 produzido pela NOX-1 e NOX-

4. Os níveis basais de O
-
2 aumentados possivelmente devem esta reagindo com o NO 

diminuindo sua disponibilidade, aumentando assim os efeitos contrateis da Ang II em aorta 

torácica. Algumas hipóteses são levantadas para explicar o aumento basal de O
-
2 em aorta 

torácica. 1º Aumento na concentração de colesterol nos bolsões lipídicos presente nas 

caveolas. 2º Formação de oxisterois, 3º formação de micropartículas. Os resultados obtidos e 

as hipóteses levantadas nesse trabalho, como, aumento na produção de oxisterois e 

micropartículas podem servir como possíveis alvos de estudos para o desenvolvimento de 

novos marcadores, e no diagnostico precoce de alterações vasculares decorrentes do consumo 

excessivo de colesterol iniciada em indivíduos jovens.  

 

Palavras Chave: NAD(P)H oxidase; Angiotensina II; Colesterol; Camundongos jovens. 

 



  

                                                           ABSTRACT 

MOREIRA, R. P. Contribution of NAD(P)H oxidase complex in dysfunction of the 

thoracic aorta of young mice treated with cholesterol. 2014.69f. Dissertation. Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2014. 

Several factors are responsible for the development of cardiovascular disease, including high 

cholesterol intake. According to AMH, the recommended intake of cholesterol is 300 mg/ 

daily, however these values are not always respected. Most often the consequence of high 

cholesterol consumption is the development of dyslipidemia, which favors the development of 

endothelial dysfunction. It is described that a high intake of cholesterol can lead to the risk of 

developing cardiovascular disease even before the development of dyslipidemia, since in 

some cases the recommended daily intake of cholesterol in the diet is exceeded, and even 

chronic stages of consumption not observing the development. Thus, chronic exposure to high 

concentrations of cholesterol could promote changes in the vascular system, even before the 

installation process dyslipidemic. The aim of this work was to study the effects of ingestion of 

high concentrations of cholesterol in mice on the responses to angiotensin II (Ang II) in the 

thoracic aorta, as well as evaluate the involvement of NAD(P)H oxidase in this process. The 

animals were divided into groups treated with 1% cholesterol diet (CD) or standard chow 

(SC) for 1 month or 3 months. Treatment with SC did not change the weight of the animals 

was not observed morphological changes in the thoracic aorta, suggesting that the change in 

the functionality of this tissue was not due to structural changes. Treatment with SC resulted 

in increased basal levels of O
-
2, produced in part by NOX- 1 and NOX- 4, in addition to 

increased protein expression of NOX- 1 in the thoracic aorta of animals treated three months . 

In the functional study, we observed an increase in the Emax of Ang II in animals treated for 1 

month and 3 months, an independent response of endothelium. This increase was restored in 

the presence of Tiron, showing the contribution of O
-
2 in increasing the Emax of Ang II in the 

thoracic aorta. In the presence of inhibitors of NOX-1 and NOX-4 was also observed Emax 

restoration observed in the absence thereof, showing the involvement of subunits for the 

production of O
-
2. The animals treated with CD showed no changes in lipid profile, this is due 

largely to the lack of cholic acid in the diet. The Emax of Ang II was increased in the thoracic 

aorta of mice treated with CD as a result of an increase in basal levels of O
-
2, produced by 

NOX- 1 and NOX- 4. The basal levels of O
-
2 increased this should possibly reacting with NO 

decreasing its availability, thereby increasing the contractile effects of Ang II in thoracic 

aorta. Some hypotheses were proposed to explain the increased basal O
-
2 in the thoracic aorta. 

1º Increase in the concentration of cholesterol in lipid pockets present in caveolae. 2º 

Formation of oxysterols;  3º microparticle formation . The results obtained and the hypotheses 

in this work, as an increase in the production of oxysterols and microparticles can serve as 

potential targets for the development of studies of new markers, and early diagnosis of 

vascular alterations caused by excessive consumption of cholesterol began in young 

individuals. 

Key words: NAD(P)H oxidase , angiotensin II , Cholesterol , young mice. 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-Introdução



 

 

  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças cardiovasculares, segundo a organização mundial de Saúde (OMS), são 

as principais causas de mortes no mundo. No ano de 2008 cerca de 17,3 milhões de pessoas 

morreram em decorrência de doenças cardiovasculares, o que representa 31% de todas as 

mortes globais (MENDIS et al., 2011).  

No Brasil aproximadamente 27% dos óbitos são decorrentes de doenças 

cardiovasculares, perfazendo um coeficiente de mortalidade seis a sete vezes superior ao 

observado para doenças infecciosas e parasitárias. (DATASUS, 2012). 

Em 2010 foram registrados aproximadamente 326 mil mortes consequentes de 

doenças do aparelho circulatório, dentre elas doença isquêmica do coração e doenças 

cerebrovasculares (DATASUS, 2012). Estima-se que no ano de 2030, 23,6 milhões de 

pessoas morrerão por conta do desenvolvimento de doenças cardiovasculares no mundo 

(MENDIS et al., 2011).  

Dentre as doenças cardiovasculares, a aterosclerose, é considerada como uma das 

mais importantes nos países ocidentais (SMITH et al., 2004). Essa doença advém de 

condições multifatoriais, tendo como principais fatores de risco para o seu desenvolvimento o 

tabagismo, o sedentarismo, o alcoolismo, a alimentação inadequada, fatores que podem levar 

ao desenvolvimento de obesidade, o diabetes e a dislipidemia (MENDIS et al., 2011). Todos 

esses fatores associados ou não, podem favorecer o desenvolvimento do processo 

aterosclerótico. 

A dislipidemia vem sendo apontada como um dos fatores de risco mais importante 

para o desenvolvimento da aterosclerose, em vários estudos epidemiológicos e clínicos 

(MANDUTEANU e SIMIONESCU, 2012). 

Em adultos já é bem estabelecida à associação entre a dislipidemia e a aterosclerose. 

Entretanto, nas ultimas décadas, a dislipidemia tem acometido com maior freqüência  em 

indivíduos na fase da infância e adolescência (GIULIANO E CARAMELLI, 2008; 

FERNANDEZ et al., 2011). 

O desenvolvimento da dislipidemia em idade precoce, muitas vezes se deve ao estilo 

de alimentação que vem sendo adotado nas ultimas décadas. O aumento da ingestão de 



 

 

  

gordura e colesterol na dieta é um fator determinante para o desenvolvimento prematuro de 

doenças crônicas como a aterosclerose (MINIHANE & HARLAND, 2007). 

 

Padrões dietéticos que promovem o aumento dos níveis lipídicos modulam de 

diferentes maneiras o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, reforçando o conceito de 

que a dieta aumentaria a chance do desenvolvimento da aterosclerose (SANTOS, et al., 2013). 

Estudos de meta-análise de trabalhos epidemiológicos sugerem que populações que 

consomem dieta rica em colesterol podem desenvolver a aterosclerose (CONNOR, et al., 

1986; SANTOS, et al., 2013). Visando prevenir o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, a Sociedade Brasileira de Cardiologia, e American Heart Association 

(AHA) recomendam uma ingesta não superior que 300mg/dia de colesterol (LICHENSTEIN, 

et al., 2011; SANTOS, et al., 2013). 

Entretanto existem várias controvérsias quanto ao consumo de colesterol e o risco do 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares.  

Estudos envolvendo a ingestão de colesterol em crianças e adultos jovens durante 4 

semanas mostraram uma variação na absorção do colesterol, indicando a existência  de 

variação genética quanto a absorção desse composto. Indivíduos que hiper – absorvem o 

colesterol constituem apenas 25% da população (BARONA & FERNANDEZ, 2012). 

Fernandez, (2010) indica que não há nenhuma associação da quantidade de colesterol 

da dieta, com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Além disso, não foi observada 

nenhuma relação entre a alta ingestão de colesterol com alterações nos níveis de colesterol 

plasmático ou suas frações.  

Por outro lado, alguns trabalhos epidemiológicos mostram que o colesterol da dieta 

pode estar associado com o risco do desenvolvimento de doenças cardiovasculares, havendo 

ou não alteração nos níveis de colesterol plasmático (MC GEE et al., 1984; SHEKELLE et al., 

1981; STAMLER & SHEKELLER, 1988). Essas observações condizem com RIDKER et al., 

(2008), que demonstram que indivíduos com concentrações sorológicas consideradas normais 

( CT <200mg.dL
-1

, LDL <130 mg. dL
-1

, HDL  >40mg.dL
-1

 e triglicérides <150 mg.dL
-1

) 

possuem o risco do desenvolvimento de doenças vasculares. 

BUSCEMI et al., (2008) avaliaram a ingesta de dieta rica em gordura e colesterol, e 

pobre em compostos antioxidantes durante um mês. Os indivíduos que faziam o consumo 

desse tipo de alimentação não apresentaram um quadro de dislipidemia embora, 



 

 

  

apresentassem alteração do fluxo da artéria basilar caracterizado por um processo inicial de 

disfunção endotelial. 

A disfunção endotelial pode influenciar a ação de diferentes fatores vasculares, tais 

como a Angiotensina II (Ang II) (DAUGHERTY et al., 2004). Ang II desempenha um papel 

central na homeostase vascular (TAUBMAN, 2003), exercendo suas ações biológicas por 

ativação de receptores AT1 e/ou AT2 (SAVOIA e VOLPE, 2011).  

Os receptores AT1 medeiam a maioria dos efeitos fisiológicos e patológicos 

atribuídos à Ang II, como vasoconstrição (STENMAN & EDVINSSON, 2004), produção de 

ânion superóxido (O
-
2) ou peróxido de hidrogênio (H2O2) por ativação de NAD(P)H oxidase, 

expressão de moléculas de adesão (VCAM-1 e ICAM-1) (NICKENIG, 2002) e transcrição de 

fatores de crescimento responsáveis pela proliferação celular (NICKENIG et al., 1997).  

As espécies reativas de oxigênio contribuem para vários aspectos em doenças 

vasculares incluindo, lesões por isquemia-reperfusão, diminuição da produção de NO e 

estimulo de processos inflamatórios e hipertrofia (GRANGER & KVIETYS, 2012). 

Vários sistemas enzimáticos oxidantes podem produzir O2
-
, como xantinas oxidases, 

cicloxigenases, lipoxigenases, citocromo P - 450 e a NOS (GRIENDLING et al., 1994). No 

entanto, o complexo NAD(P)H oxidase constituem a única fonte enzimática especificamente 

dedicada à geração de ERO ( Espécies Reativas de Oxigênio).O complexo NAD(P)H oxidase 

pela transferência de elétrons reduz oxigênio a superóxido, utilizando NAD(P)H como doador 

de elétrons (BEDARD e KRAUSE, 2007). 

A NAD(P)H oxidase compreende uma família de enzimas denominadas de NOX que 

catalisam a redução de oxigênio molecular gerando superóxido a partir de NAD(P)H. A 

NAD(P)H oxidase, primeiramente descoberta em fagócitos, chamada de NOX-2 foi o 

primeiro exemplo identificado em um sistema gerador de ROS, estando envolvida com 

atividade microbicida deste tipo celular (BABIOR, et al., 1999). Posteriormente seis 

homólogos da subunidade gp91
phox

 da NAD(P)H oxidase foram descobertos em diferentes 

tipos celulares e foram denominadas de NOX-1, NOX-3, NOX-4, NOX-5, DUOX-1 e 

DUOX-2. Os seis homólogos juntamente com a própria com a NOX-2 compõem a família 

NOX das NAD(P)H oxidases (BEDARD e KRAUSE, 2007). A NAD(P)H oxidase presente 

em células vasculares, constitui a principal fonte enzimática de geração de ERO em células no 

sistema vascular (NGUYEN e TOUYZ, 2011). 

A estrutura do complexo NAD(P)H oxidase é relativamente complexa composta por 

uma subunidade catalítica associada à membrana e, também por subunidades regulatórias, as 



 

 

  

quais se associam para formar o complexo enzimático ativo e produzir EROs. A expressão 

dessas subunidades varia de acordo com o tipo de célula vascular, então o termo NAD(P)H 

oxidase vascular se refere às diferentes isoformas da enzima expressas no sistema vascular, 

pertencente a cada tipo celular (LASSEGUE et al., 2012). 

 

A geração de ERO pela NAD(P)H oxidase vascular e constitutivamente ativa, 

produzindo uma baixa concentração de ERO intracelular de maneira continua (LI et al., 

2002). Nas CMLV, NOX-1 (figura 1) está localizada na caveola e na membrana plasmática 

(HILENSKI et al., 2004) e possui capacidade de gerar O2
-
. A geração de O2

-
 por esta NOX 

requer a ativação e migração de subunidades regulatórias presente no citosol; p47
phox

 , 

NOXA1 e Rac1 (GARRIDO & GRIENDLING 2009). Fatores humorais, assim como fatores 

de crescimento, agentes vasoativos e físicos podem regular a atividade da NAD(P)H oxidase 

vascular (LASSEGUE & CLEMPUS, 2003). 

Outra subunidade de bastante importância na produção de ERO, e presente no sistema 

vascular é NOX – 4 (figura 1). No sistema vascular a NOX - 4 é expressa tanto nas células 

endoteliais (CE) (AGO et al., 2004), como em células do músculo liso vascular (CMLV) 

(ELLMARK et al., 2005). 

A Ang II constitui um forte estimulo para produção de ERO pela NAD(P)H oxidase 

vascular que ocorre em duas fases: uma fase rápida e outra lenta e sustentada. O primeiro pico 

ocorre poucos segundos após a ativação da oxidase pela Ang II e como conseqüência da 

fosforilação de p47
phox

e migração de Rac. Esta fase de ativação da oxidase inicial gera ERO 

capazes de aumentar ainda mais a ativação da enzima e, assim resulta na geração de ERO 

sustentada e pode manter por horas. Para manter a ativação da NOX-1 requer a ativação da 

Src que leva a ativação da Rac e conseqüente ativação da NAD(P)H oxidase em um ciclo de 

retroalimentação positivo de geração de ERO (SESHIAH et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

 

                                                                           

 

 

 

 

Figura 1 - Representação adaptada das subunidades de NOX-1 e NOX-4 (KRAUSE & BEDARD, 

2007) 

 

Durante a dislipidemia, a ativação de receptores AT1 por Ang II contribui com a 

disfunção vascular que precede o processo aterosclerótico. Em coelhos dislipidêmicos, 

eventos pró-inflamatórios são deflagrados, resultando em super-expressão de receptores AT1 

que favorece o aumento da contração induzida por Ang-II em aorta (YANG et al., 1998). 

Adicionalmente, WASSMANN et al. (2004) demonstraram que a ativação de receptores AT1 

prejudica a função endotelial através da produção de ERO durante a hipercolesterolemia. 

ZAFARI et al. (1998) mostraram que a produção de O
-
2 gerado por NAD(P)H oxidase, 

ativada por receptores AT1, é seguido por um aumento nos níveis intracelulares de ERO.  

Em síntese muitas são as evidencias das consequências da dislipidemia sobre o sistema 

renina angiotensina vascular, entretanto, no limite de nossos conhecimentos não existe na 

literatura relatos sobre as consequências da ingesta de colesterol que não leve a dislipidemia 

sobre esse sistema. Até o presente momento, os estudos referentes às consequências da 

ingestão de colesterol são muito contraditórios. Alguns autores sugerem que a quantidade de 

colesterol ingerida tem pouca relação com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. 

Por outro lado outros autores já associam o alto consumo de colesterol, com o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares mesmo na ausência da alteração do perfil 

lipídico, como um dos principais fatores para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. 

A ingestão de colesterol está relacionada com a instalação de disfunção endotelial em pessoas 

que fizeram alta ingestão de colesterol.  

Nos dias atuais é cada vez mais evidente a instalação do processo dislipidêmico em 

individuo jovem, sendo necessário então, uma atenção maior na ingestão de colesterol pelos 

mesmos. O conjunto de informações da literatura nos leva a levantar a hipótese de que a 



 

 

  

ingestão de dieta rica em colesterol iniciada na idade jovem, pode não levar a dislipidemia, 

mas exacerba a produção de ERO com consequente aumento da reatividade vascular 

decorrente da ativação de receptores AT1 via ativação da NADPH oxidase. 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                      

 

 

 

 

 

 

                                          6 - CONCLUSÕES 



 

  

 A ingestão de Colesterol (1%) não foi capaz de alterar o peso dos animais e o perfil 

lipídico plasmático.  

 

 O tratamento com colesterol (1%) não alterou a concentração plasmática das enzimas 

aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT), sugerindo que a dieta não 

mostrou hepátotoxicidade  

 

 A ingestão de Colesterol (1%) aumentou a hiper-reatividade contrátil da Ang II em 

aorta torácica é independente de endotélio, que em partes é mediada pelo ânion 

superóxido.  

 

 A hiper-reatividade contrátil da Ang II frente ao tratamento é decorrente quase que 

exclusivamente pelo aumento da produção basal de O
-
2.  

 

 O aumento da produção basal de O-2 deve-se pela possível ativação de NOX-1 e 

NOX-4 via hipóteses levantadas: alteração nos bolsões lipídicos da caveola, formação 

de oxisteróis e formação de micropartícula. 

 

 O aumento da expressão proteica de NOX-1 em 3 meses de tratamento, possivelmente 

deve-se ao estágio crônico de tratamento responsável pelo aumento de O
-
2 basal, o 

qual ativa fatores de transcrição responsáveis pelo aumento da expressão proteica de 

NOX-1. 

 

 A participação de NOX-4 na produção de O
-
2 basal, não é muito clara. Vários 

interferentes podem influenciar nos resultados por nós alcançados no presente 

trabalho. É possível que as alterações observadas nas análises de funcionalidade e 

basais sejam decorrentes apenas da NOX-1, uma vez que vários interferentes podem 

influenciar as análises relacionadas à NOX-4. 
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