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RESUMO

TEODORO, Bruno Gonzaga, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2009. Efeitos da intensidade do treinamento sobre
parametros de estresse oxidativo e de perfil lipidico em camundongos
LDL™. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-orientadores:
Antonio José Natali e Sérgio Luis Pinto da Matta.

A aterosclerose é um processo inflamatério crénico e degenerativo que
acomete os vasos, sendo caracterizada pelo acimulo de lipideos no espaco
subendotelial da intima, acumulo de células inflamatorias e elementos
fibrosos. A oxidacdo de LDL-c parece ser o principal evento para inicio da
aterosclerose. De maneira crdnica, exercicio aerdbio parece melhorar os
sistemas de defesa organicos contra aterosclerose, diminuindo o estresse
oxidativo e aumentando a sintese de enzimas antioxidantes; aumentando a
vasodilatacao via oxido nitrico (NO) e 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
e diminuindo a inflamacdo sistémica com a diminuicdo da producdo de
citocinas pro-inflamatérias e aumento de fatores anti-inflamatoérios. Porém,
de maneira aguda, o exercicio aerébico de alta intensidade aumenta o risco
de desenvolvimento de eventos cardiovasculares e de forma crbénica pode
atuar negativa ou positivamente na prevencao do processo aterosclerotico.
Afim de avaliar os efeitos da intensidade do exercicio aerdbio na
aterosclerose, investigamos as consequéncias de 2 meses de exercicio
aerdbio em esteira, de intensidade leve (G2) ou moderada (G3) em relacéo
ao controle sedentério (G1), na evolugdo da aterosclerose em camundongos
knockout para o receptor de LDL (LDLr") previamente submetidos a 3
meses de dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica, avaliando os efeitos do
colesterol total (CT), HDL-c e triglicerideos (TG) séricos, os danos oxidativos
(proteina carbonil e hidroperéxidos lipidicos), a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx) no tecido hepatico, e a composicédo corporal da carcaca.
Os resultados mostraram que G2 (0,015+0,005 cm?) e G3 (0,014+0,001 cm?)
apresentaram menor area de deposicdo lipidica adrtica em relacdo aos
animais sedentarios (G1) (0,039+0,005 cm?). Os grupos G2 e G3
apresentaram maiores valores de HDL-c, TG, maior atividade de CAT e

menor peroxidacao lipidica, carboniacao protéica e percentual de gordura. A

xii



SOD apresentou maiores valores apenas em G3 e a GPx somente em G2.
Sd0 necessarios, porém, estudos que investiguem exercicios de alta
intensidade no tratamento e prevencao da aterosclerose e ainda, estudos
que investiguem os mecanismos moleculares de como o exercicio estimula

menores areas de lesdo aterosclerética.

xiii



ABSTRACT

TEODORO, Bruno Gonzaga, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2009. Effects of intensity training on oxidative stress
parameters and lipid profile in LDL” mice. Adviser: Maria do Carmo
Gouveia Peluzio. Co-Advisers: Antbnio José Natali and Sérgio Luis Pinto da
Matta.

Atherosclerosis is a chronic-degenerative inflammatory process that occurs
in blood vessels and is characterized by lipid, inflammatory cells and fibroses
factors accumulation on the vessels wall. The (LDL-c) oxidation seems to be
the first step to atherosclerosis. Aerobic exercise improve the organic system
defense against atherosclerosis by decreasing oxidative stress and
increasing anti-oxidant enzyme biosynthesis, improving blood vessels
vasodilatation by nitric oxide (NO) and endothelium nitric oxide synthase
(eNOS), decreasing the pro-inflammatory cytokine production and increasing
anti-inflammatory factors. However, acute high intensity aerobic exercises
increase the cardiovascular event risk while chronically it may affect either
positively or negatively. To evaluate the effects of aerobic exercise intensity
on atherosclerosis, we investigated the effects of 2 months of treadmill
aerobic exercise, at light (G2) or moderate intensity (G3) in the development
of atherosclerosis in LDL receptor knockout mice (LDLr” 7) previously
submitted to 3 months of high-fat high-cholesterol diet and assessing the
effects of serum total cholesterol (TC), HDL-c and triglycerides (TG),
oxidative damage (protein carbonyls and lipid hydroperoxides) and activity of
antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPx) in liver tissue, and body composition of the
carcass. The results showed that G2 (0.015 + 0.005 cm?) and G3 (0.014 *
0.001 cm?) had a lower aortic fat deposition area than sedentary animals
(G1) (0.039 + 0.005 cm?. G2 and G3, had higher HDL-C, TG, levels,
increased CAT activity, lower lipid peroxidation, carbonyl protein and fat
percentage. SOD showed higher values only in G3 and GPx only in G2. It Is
necessary new researches that investigate the role of high intensity aerobic
exercise on atherosclerosis and molecular mechanism of how can exercise

reduces lesions area.
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INTRODUCAO GERAL

As principais causas de morte no mundo ocidental sdo as doengas
cardiovasculares, cujas principais manifestacdes sao o infarto, as embolias e
0s acidentes vasculares cerebrais (AVC). A aterosclerose é a principal
representante da sindrome de alteracbes que envolvem as doencas
cardiovasculares, caracterizando-se pelo acumulo de lipidios no interior de
macrofagos, que se depositam na intima vascular. A génese do ateroma
parece estar diretamente ligada a modificagcdo oxidativa da lipoproteina de
baixa densidade LDL".

Desde o surgimento da hipotese oxidativa para a aterosclerose, ha
aproximadamente 15 anos, um grande nimero de experimentos in vitro, em
modelos animais e com humanos, mostraram que os lipidios oxidados
exibem efeitos pré-aterogénicos®. Nos eventos iniciais da aterogénese a
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox) é rapidamente
internalizada e acumulada nos macréfagos, formando as células espumosas,
que se depositam no espaco subendotelial. A LDLox é citotdéxica para as
células endoteliais, promovendo a expressdo de citocinas e a proliferacédo
celular, inibindo o relaxamento vascular induzido pelo Oxido nitrico e
desencadeando assim, uma cascata de respostas inflamatérias®.

O exercicio fisico tem sido recomendado na prevencdo de doencas
cardiovasculares, com evidéncias do aumento da sensibilidade a insulina e
reducdo da tolerdncia a glicose, podendo também reduzir a hipertenséo
arterial, aumentar o colesterol da fracdo lipoproteina de alta densidade
(HDL), diminuir as concentracdes de triacilglicerdis e do colesterol da fracédo
LDL, podendo ainda promover reducdo do peso corporal e do estresse
emocional® °.

Os beneficios obtidos pelo exercicio fisico podem ser dependentes da
intensidade, mas com relacdo a aterosclerose permanece uma lacuna na
literatura cientifica sobre qual intensidade do exercicio aerdbio traria
melhores beneficios para prevencao e tratamento desta doenca cronica.

Portanto, o presente trabalho investigou em camundongos

susceptiveis a aterosclerose (LDLr"), os efeitos da intensidade do exercicio
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aerdbio sobre o perfil lipidico, composicdo corporal, estresse oxidativo e

evolucéo da aterosclerose.
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CAPITULO 01: ARTIGO DE REVISAO

A INFLUENCIA DA INTENSIDADE DO EXERCICIO FiSICO AEROBIO NO
PROCESSO ATEROSCLEROTICO
The aerobic physical exercise intensity influence on atherosclerotic

process

RESUMO

A aterosclerose € um processo inflamatério crénico e degenerativo que
acomete os vasos, sendo caracterizada pelo acumulo de lipideos no espaco
subendotelial da intima, acumulo de células inflamatorias e elementos
fibrosos. O objetivo do artigo foi fazer revisdo bibliografica sobre as
influéncias da intensidade do exercicio aerdébio nos principais fatores da
aterosclerose. Fez-se consulta a base de dados do medline (pubmed) nos
ultimos dez anos, utilizando-se as palavras-chaves “aterosclerose” e
“exercicio aerobio”. A oxidacado de LDL-c parece ser o principal evento para
inicio da aterosclerose. O treinamento aerébio parece melhorar os sistemas
de defesa organicos contra aterosclerose, diminuindo o estresse oxidativo e
aumentando a sintese de enzimas antioxidantes; aumentando a
vasodilatagao via éxido nitrico (NO) e éxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
e diminuindo a inflamacao sistémica com a diminuicdo da produgao de
citocinas pro-inflamatérias e aumento de fatores anti-inflamatorios. Porém,
de maneira aguda, o exercicio aerobio de alta intensidade aumenta o risco
de desenvolvimento de eventos cardiovasculares e o treinamento aerdbio
pode atuar negativa ou positivamente na prevengcdo do processo

aterosclerotico.



ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic-degenerative inflammatory process that occurs
in blood vessels and is characterized by lipid, inflammatory cells and fibroses
factors accumulation on the vessels wall. The aim of this study was to review
the literature on principal causes of atherosclerosis. Medline database was
consulted on the past ten years using the key-words “Aerobic Exercise” and
“atherosclerosis” The (LDL-c) oxidation seems to be the first step to
atherosclerosis. Aerobic exercise improve the organic system defense
against atherosclerosis by decreasing oxidative stress and increasing anti-
oxidant enzyme biosynthesis, improving blood vessels vasodilatation by nitric
oxide (NO) and endothelium nitric oxide synthase (eNOS), decreasing the
pro-inflammatory cytokine production and increasing anti-inflammatory
factors. However, acute high intensity aerobic exercises increase the
cardiovascular event risk while aerobic training may affect either positively or

negatively.



1 - INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de
morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo. Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), um tergo de todas as mortes da
populagdo mundial (16,7 milhdes de pessoas) foram ocasionadas pelas
DCV',

O exercicio fisico regular esta associado com o decréscimo na
incidéncia de eventos cardiovasculares® 3. O treinamento fisico melhora a
funcdo endotelial, a capacidade fisica e a colaterizacdo de vasos em
paciente com Doencas Arteriais Coronarianas (DAC)*, melhora a
insuficiéncia cardiaca cronica® e melhora a doenca arterial periférica®. Além
disso, a atividade fisica esta associada com melhora no humor, peso
corporal, pressao arterial, sensibilidade a insulina e variaveis inflamatodrias e
hemostaticas’.

A intensidade pela qual se realiza atividade fisica aerdbica torna-se
fator essencial para seus possiveis beneficios nas DAC, por isso o objetivo
desta revisao foi verificar em qual intensidade sido obtidos os melhores

resultados na prevencgao e tratamento da aterosclerose.



2 - METODOLOGIA

Fez-se consulta a base de dados do medline (pubmed) nos ultimos
dez anos, utilizando-se as palavras-chaves “aterosclerose” e “exercicio
aerobio” e suas respectivas tradugdes para o inglés, além disso, artigos com
importancia histérica e referéncias importantes encontradas nos artigos
pesquisados também foram incluidos, para buscar evidéncias sobre a
influéncia aguda e crbénica da intensidade do treinamento aerdbio no

processo envolvido a doenca cardiovascular.



3 - GENESE DA ATEROSCLEROSE

A aterosclerose pode ser definida como um processo inflamatério
cronico e degenerativo que acomete os vasos, sendo caracterizada pelo
acumulo de lipidios no espaco subendotelial da intima, acumulo de células
inflamatdrias e elementos fibrosos. A aterosclerose pode se desenvolver em
qualquer vaso, porém os mais comumente afetados e de relevancia clinica
incluem a aorta e as artérias coronarias, cardtidas e cerebrais®.

Uma das possiveis hipoteses para o inicio da aterosclerose é o
acumulo de particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na matriz
subendotelial da camada intima das artérias. Este acumulo sera maior
quanto maior o nivel de LDL circulante. O transporte da LDL através do
endotélio com consequente retengcdo na intima, sera mais eficiente nos
locais onde a forga de cisalhamento for maior, aumentando suscetibilidade
para formacdo da lesd0®. Em contraste aos efeitos adversos de uma
elevagdo da LDL, a concentragcédo de lipoproteina de alta densidade (HDL)
correlaciona-se inversamente com o desenvolvimento da aterosclerose”®.

A LDL presente na corrente sanguinea difunde-se passivamente
através das células endoteliais e sua retengdo na parede do vaso parece
envolver interacbes entre a apolipoproteina B, que faz parte da sua
constituicdo, e as proteoglicanas que estdo presentes na camada intima das
artérias. Uma vez retida no espaco subendotelial, a LDL podera ser
quimicamente modificada contribuindo, assim, para o processo inflamatério.
A modificagado quimica mais significante para o inicio da formagéo da leséo é
a oxidagdo, com consequente formagdo da LDL oxidada (LDL-ox). A
modificacdo oxidativa das particulas de LDL é resultado da ag¢ao de radicais
livres e de enzimas, tais como mieloperoxidase, xantina oxidase, NADPH-
oxidase, fosfolipases e outras lipases®. As interacdes da LDL oxidada
depende da extensdo da sua modificacdo, que pode variar de uma
modificagdo minima (mmLDL), em que as particulas de LDL ainda sé&o
reconhecidas pelos receptores nativos de LDL, até uma oxidagéo extensa,
na qual a apoB ¢é fragmentada, em vez destas particulas serem
reconhecidas pelos receptores nativos de LDL, serdo identificadas pelos

receptores scavenger expressos pelos macréfagos'®.



A LDL-ox estimula a camada de células endoteliais a produzir
moléculas de adesao celular como VCAM-1 (molécula-1 de adesé&o da célula
vascular), ICAM-1 (molécula-1 de adesdo intercelular), fatores de
crescimento, tal como M-CSF (fator estimulador de colénia de macro6fago) e
proteinas quimiotaticas, como MCP-1 (proteina-1 quimiotatica para
mondcitos), resultando na adesdo e no recrutamento de mondcitos e
linfocitos circulantes para dentro da parede arterial®. Este processo esta
expresso de maneira resumida na figura 1.1.

Porém, no organismo humano existem linhas de defesa do processo
aterosclerotico, dentre elas as enzimas antioxidantes, o 6xido nitrico (NO) e
a oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e moléculas e citocinas anti-
inflamatdrias que estdo envolvidas no processo gerador de aterosclerose.

O sistema antioxidante atua na atenuacdo das cargas de radicais
livres no organismo, sendo importante na prevencdo do processo
aterosclerotico ja que este pode ser iniciado e agravado através da entrada,
no endotélio, das lipoproteinas modificadas pelos radicais livres.
Basicamente ha producao de 3 enzimas atuantes no processo antioxidante:
a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPX).

A SOD converte radical superéxido em peréxido de hidrogénio, e
niveis elevados desta enzima relaciona-se com aumento da fungao
endotelial em condi¢des de hipercolesterolemia e prevencéo da produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) decorrentes de hiperglicemia'’ sendo
importante, portanto, na prevencéao e tratamento da doenga aterosclerdtica.

A CAT reduz peroxido de hidrogénio a agua, catalisando esta reacgao
com taxas extremamente elevadas'®, possuindo importante papel na
protecdo do organismo quando o0 mesmo se encontra sob elevado estresse
oxidativo.

A GPX, assim como a CAT, reduz perdoxido de hidrogénio a agua
além de reduzir peréxidos lipidicos a alcoois lipidicos. Baixas concentragdes
de GPX levam a detoxificagao ineficiente dos peroxidos lipidicos e de
hidrogénio, podendo favorecer a formacao de radicais peroxila e hidroxila,

respectivamente’®, fato que contribui para aterogénese.



A funcao endotelial vascular integra é essencial para manutengao da
salide das paredes dos vasos sanguineos'*.

O NO é um gas volatil, soluvel em lipidios e produzido pelas células
endoteliais pela acdo da enzima eNOS a partir do aminoacido L-arginina™.

Segundo Dimmeler et al.™

, 0 NO tem como funcéo principal a vasodilatagao,
aumentando o lumen dos vasos sanguineos e diminuindo a forgca de
cisalhamento. Esta age no endotélio como resultado do fluxo sanguineo e
quanto maior sua agao, mais prejudicial aos vasos sanguineos.

Além disso, a eNOS esta envolvida em processo de neoangiogénese,
formacdo de novos vasos sanguineos. Em estudo feito por LAUFS et al.’,
animais knockout para eNOS ndo apresentaram producdo endotelial de
células progenitoras endoteliais (EPC) circulantes, células estas

responsaveis pela neoangiogénese em animais € humanos.
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Figura 1.1: Diagrama do processo aterogénico



4 - EXERCICIO AEROBIO NO PROCESSO ATEROSCLEROTICO
Estudos observacionais sugeriram que a inatividade fisica e baixo
condicionamento cardiorespiratério sao fatores preditores de doenca

cardiovascular aterosclerotica’”'®

e que o aumento da atividade fisica
habitual’™ e condicionamento cardiorespiratério®® estdo associados ao
decréscimo na mortalidade.

Siscovick et al.?’ demonstraram pela primeira vez que o exercicio
fisico vigoroso aumenta o risco coronariano primario durante a sessédo do

12" em estudo mais recente?

exercicio. Em concordancia com Siscovick et a
demonstrou-se que uma uUnica sessdo de exercicio aerdbio vigoroso (30
minutos a 70% do VOymax) aumenta a tendéncia do desenvolvimento de
placas trombdticas em voluntarios saudaveis e sedentarios, ao passo que a
intensidade moderada (50% do VOgzmax) N@0 provocou o mesmo efeito ao
realizarem coleta do sangue antes e apds a sessao e analise in vitro destas
células.

No entanto, de maneira crdnica, o exercicio vigoroso, pode diminuir a
ocorréncia de eventos cardiovasculares e esta associado inversamente com
a mortalidade?'. Adicionalmente, quanto maior a intensidade, maior a
diminuicao de fatores de risco associados com a doenga aterosclerdtica, tais
como a concentracéo plasmatica de LDL-C e sobrepeso em adolescentes®.

Para verificar essas associagdes, Rauramaa et al.?* testaram durante
6 anos, a intervengdo da atividade fisica aerdbica, em um estudo
randomizado e controlado (estudo DNASCO) em 140 homens de meia-
idade, na evolucdo da aterosclerose. Mensurou-se a evolugdo da
aterosclerose através da espessura da camada intima arterial da bifurcacao
carétida por ultra-sonografia. Os voluntarios foram orientados a se exercitar
em uma intensidade correspondente ao seu limiar ventilatorio (de 40 a 60%
do VO2max) de 45 a 60 minutos por sessao e 5 vezes por semana. Como
principal achado do estudo, o grupo que sofreu intervengéo e nao fazia uso
de estatina apresentou menor espessura da intima arterial em relagéo ao
grupo controle (sem exercicio), o que demonstra que o exercicio aerébio de
baixa a moderada intensidade, representa fator protetor na evolucdo da

lesdo aterosclerdtica.



Em estudos com animais, Shimada et al.>® demonstraram que a
atividade fisica aerdbica (natagdo) diminuiu a severidade da leséo
aterosclerotica em camundongos knockout para apo E submetidos a uma
dieta hiperlipidica. Além disso, Napoli et al.?® realizaram experimento com
camundongos deficientes para o receptor de LDL e verificaram que a
atividade fisica aerdbica progressiva (natagdo), além de atenuar a leséo
aterosclerdtica, aumenta o tempo de vida dos animais submetidos a dieta
hiperlipidica. E ainda, Ramachadran et al.?’ demonstraram que o exercicio
aerobio de moderada intensidade (corrida forcada em esteira, 5 vezes por
semana, 30 minutos por dia a 15 m/min) reduziu a lesdo aterosclerotica
quando comparado ao grupo controle (sem exercicio), em camundongos
knockout para o receptor de LDL, previamente acometidos com
aterosclerose mostrando, assim, a possibilidade do exercicio ndo somente
prevenir a aterosclerose como também reduzi-la.

Por outro lado, poucos estudos demonstraram que o exercicio fisico
nao diminui a evolugdo do processo aterosclerético como o de Wilians et
al.®® em que 34 meses de exercicio aerébio em macacos ndo impediu a
progressdo da lesao aterosclerética, apesar de melhorias na funcgao
cardiaca, tais como diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso, melhora
do volume de ejecdo mensurado por ecocardiografia e na dilatacdo dos
vasos em resposta a fenilefrina em relagcdo aos animais que nao se
exercitaram.

Dessa maneira, o exercicio aerdbio parece atuar na prevencao e
tratamento da lesdo aterosclerética. A intensidade mais testada tanto em
humanos quanto em animais € a moderada, havendo porém, algumas
evidéncias que exercicios aerdbios de intensidade alta, de maneira aguda,
aumentam a chance eventos cardiovasculares, mas cronicamente se

associam com decréscimos na ocorréncia desses eventos e da mortalidade.



5 - POTENCIAL OXIDANTE E ANTIOXIDANTE DO EXERCICIO FiSICO
AEROBIO

Sabendo-se que uma das hipéteses mais aceitas para o inicio do
processo aterogénico refere-se ao processo oxidativo envolvendo a LDL,
torna-se importante compreender os efeitos da atividade fisica aerébia neste
processo.

A maioria do oxigénio consumido é utilizada na mitocéndria para o
metabolismo de substrato e producdo de ATP. Porém, estima-se que para
cada 25 moléculas de oxigénio consumidas durante a respiragao normal, um
radical livre é produzido®®. Alguns estudos demonstraram que existe relagdo
entre o aumento do consumo de oxigénio durante o exercicio e a produgao
de radicais livres.

Segundo Chakraborti et al.*® parte do oxigénio consumido pode ser
convertido em varios intermediarios tais como O, (radical superoxido), OH"
(radical hidroxila) e H,O, (peréxido de hidrogénio). Por definigdo, apenas os
dois primeiros sao radicais livres, pois possuem um elétron ndo pareado em
sua estrutura atdbmica. Coletivamente, eles sdo chamados de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Acredita-se que sao responsaveis por uma
série de mudancgas bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem durante o
exercicio, sendo indicativos de estresse oxidativo aumentado, levando a
danos nas estruturas celulares, como na bicamada lipidica das células, além
da oxidagdo das lipoproteinas plasmaticas, principalmente a LDL,
desencadeando o primeiro passo para génese da aterosclerose®”.

Em um estudo em que 10 homens saudaveis e bem condicionados,
exercitaram aerobicamente numa intensidade leve (caminhada 55% da
freqUéncia cardiaca de reserva), sem exaustao, durante seis horas e por
dois dias consecutivos demonstrou-se que houve diminuicdo da
concentracdo plasmatica da LDL oxidada®?, comprovando que o exercicio
fisico de intensidade leve e longa duragdo podera suprimir as cargas de
estresse oxidativo de maneira aguda, podendo também se relacionar
inversamente com o processo aterogénico.

Para verificar o efeito da intensidade do exercicio fisico aerébio no
estresse oxidativo, Wang et al.*® testaram o efeito de trés protocolos de

atividade fisica: leve (40% do VO2zmax), moderado (60% do VOzmax) € intenso
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(80% do VO2max) por 40 minutos, sobre o aumento da LDL oxidada e EROs
pos-exercicio, em 25 adultos jovens e sedentarios (VOamax = 35ml.kg™”".min™").
Verificou-se que quando os voluntarios se exercitaram na intensidade de
80% do VOgmax, produziram mais LDL oxidada e que esta, provocou maior
reatividade das EROs nos mondcitos, em relacdo as atividades leve e
moderada. Assim, conclui-se que de maneira aguda, o exercicio fisico
aerobio de elevada intensidade provoca maior estresse oxidativo em
individuos previamente sedentarios, porém ainda ndo se sabe o efeito
crénico deste exercicio no processo aterosclerotico.

Cronicamente, procura-se demonstrar que a atividade fisica aerdbica,
em intensidade de moderada a alta, melhora a fungdo antioxidante,
aumentando a expressao e atividade das enzimas antioxidantes. Moraes et
al.>* demonstraram em modelo animal que os grupos exercitados (corrida
em esteira for¢cada, de 70 a 80% do VOmax, 60 minutos por dia e 5 dias por
semana) obtiveram maior expressdo da enzima antioxidante SOD no tecido
aortico e mesentérico, em relagdo aos grupos sedentarios. De maneira

semelhante, Napoli et al.*®

mostraram em camundongos knockout para o
receptor de LDL, que a atividade fisica aerdbica de intensidade leve a
moderada (natag&o) por 18 semanas levou ao aumento da atividade das
enzimas antioxidantes, SOD, CAT e GPX no tecido adrtico dos grupos
exercitados em relagdo aos sedentarios. Dessa maneira, a atividade fisica
cronica tem demonstrado aumento do sistema antioxidante enzimatico,
possibilitando ao organismo combater o processo aterogénico na sua
origem.

Cabe salientar, porém, que a atividade fisica ndo usual, intensa e
extrema pode levar ao aumento do estresse oxidativo até mesmo em
individuos treinados. Para verificar esta hipdtese, verificou-se em 31
soldados com alto condicionamento fisico (VOzmax = 65ml de Oz.kg™.min™)
que apos marcha de 50km com 30Kg de sobrecarga houve aumento do
estresse oxidativo e danos celulares, mensurados pelos marcadores acido
urico, acido ascérbico e conteudo de proteina carbonil, mesmo sendo os
voluntarios treinados por 6 meses antes da marcha®®.

A atividade fisica cronica pode levar a adaptacbes benéficas no

sistema de defesa antioxidante, ressaltando, porém, que altas intensidades
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podem aumentar o estresse oxidativo de maneira aguda. Entretanto, o efeito
cronico dessas atividades e atividades extenuantes sob o dano celular

induzido pelas EROs nao esta claro.
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6 - EXERCICIO FiSICO AEROBIO E O SISTEMA VASODILATADOR

O sistema vasodilatador consiste basicamente na vasodilatacédo
provocada pelo NO derivado do endotélio, sintetizado pela eNOS e
estimulado por neurotransmissores como acetilcolina (ACh). Melhoras nesse
sistema tém demonstrado diminuicao dos fatores de risco associados com
aterosclerose, tais como hipercolesterolemia, hipertensdo e obesidade™.

O treinamento fisico aerébio de moderada intensidade melhora a
funcdo endotelial, diminui a aterosclerose e aumenta o numero de vasos
sanguineos (neoangiogénese) em animais € humanos. O aumento dos
vasos sanguineos é dependente, pelo menos em parte, do NO, pois estudo
em animais knockout para eNOS apresentou menor elevagao das EPCs pos
exercicio, sugerindo que o NO esta correlacionado inversamente com o
processo aterogénico'®.

Individuos idosos com maior condicionamento cardiorespiratério
apresentaram melhor funcdo endotelial vasodilatadora do que individuos da
mesma idade com menor condicionamento cardiorespiratorio®’. Este mesmo
estudo mostrou que, intervencdo de 3 meses de exercicios aerobios de
intensidade moderada (75% da FC maxima, 5 vezes por semana) em
individuos idosos sedentarios, melhorou o relaxamento vascular.

A fim de verificar o efeito crénico da intensidade do treinamento
aerébio nas propriedades vasodilatadoras em humanos, Goto et al.*
testaram individuos saudaveis por 12 semanas de treinamento em 3
diferentes intensidades, leve (25% do VO2zmax), moderada (50% do VOzmax) €
alta (75% do VOgzmax) com duragdo de 30 minutos por sessdo e frequéncia
semanal de 5 vezes. Verificaram ao final do periodo da intervencdo que a
melhora na funcdo vasodilatadora ocorreu no grupo que treinou em
intensidade moderada. Este estudo leva-nos a inferir que cronicamente, o
treinamento aerdbio de baixa ou alta intensidade ndo causa efeitos
benéficos na vasodilatagdo, necessitando entdo mais estudos para
recomendagao destas intensidades em individuos previamente acometidos
com aterosclerose.

al® Sun et al®,

Similarmente aos achados de Goto et
demonstraram diminuicdo da fung¢ao vasodilatadora em animais submetidos

a treinamento estressante (3h por dia a 50% da velocidade aerdbica
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maxima, 5 vezes por semana, durante 6 semanas) em comparagao aos
animais submetidos a treinamento menos estressante (2h por dia a 50% da
velocidade aerdbica maxima, 5 vezes por semana, durante 6 semanas),
apesar do aumento da eNOS em ambos os grupos, sugerindo que a fungao
vasodilatadora ndo é somente dependente da sintese enddgena de NO.
Dessa maneira, a vasodilatacdo induzida pelo exercicio aerobio é
importante no tratamento e prevengdo da doencga arterial-aterosclerotica
parecendo ocorrer de maneira mais significativa em protocolos que utilizam

a intensidade moderada, tanto em humanos quanto em modelos animais.
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7 - EXERCICIO FiSICO AEROBIO E INFLAMACAO

Conscientes da hipotese de oxidacdo da LDL no espaco
subendotelial, dando inicio a um processo inflamatério que culminara com a
lesdo aterosclerética, torna-se importante a compreensdo de como o
exercicio aerobio modula a inflamacédo sistémica, a fim de atenuar o
processo aterosclerético como um todo. A progressao e desenvolvimento da
aterosclerose dependem, em parte, da migracdo de mondcitos para vasos
sanguineos, onde eles se tornam ativos para liberagéo de citocinas™.

A concentragao plasmatica de citocinas é pequena e em alguns casos
dificil de ser detectada. Este fato acontece por que, geralmente, na
circulagao sanguinea essas citocinas desencadeiam fungdes supressoras do
sistema imune, tanto na inflamacao excessiva quanto em desordens neuro-
enddcrino-metabolica sistémicas. Dessa maneira, Petersen*’ sugere que
inflamacao sistémica cronica de baixa intensidade esta fortemente
associados com as doengas crdnico-ndo-transmissiveis, tais como
aterosclerose.

As primeiras citocinas na cascata, sdo o fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e interleucina 1 (IL1), citocinas proé-inflamatdrias. Logo apds, na
continuagao da cascata ¢é liberada vem a interleucina 6 (IL6), tida como pré e
anti-inflamatéria, seguida da liberagédo do receptor antagonista de IL1 (IL1ra),
receptor antagonista de TNF (sTNF-R) e interleucina 10 (IL10), classificados
como fatores anti-inflamatorios*'.

Geralmente apos o exercicio agudo ndo ha aumento das citocinas
pré-inflamatoérias (IL1 e TNFa). Isto pode ser parcialmente explicado pelo
aumento de IL6 que induz a sintese dos receptores antagbnicos de IL1 e
TNFa (IL1ra e sTNF-R, respectivamente) e ainda, de outras citocinas anti-
inflamatdrias como 1L10%?. Porém, independentemente de IL6, o exercicio
por si sé consegue suprimir de outras maneiras a entrada destas citocinas
pré-inflamatérias no plasma. Por exemplo, em camundongos knockout para
o gene de IL6, houve modesta diminuicao dos niveis plasmaticos de TNFa
de repouso apds exercicio®. Isto sugere que podem existir dois mecanismos
de atenuacdo de pequenos niveis inflamatérios sistémicos, um L6

dependente e outro IL6 independente.
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1.** ndo demonstraram aumento nem de marcadores

Markovitch et a
inflamatorios tais como proteina C reativa (PCR), IL6 e células do sistema
imunoldgico e fatores de agregagdo plaquetaria, nem de fatores anti-
inflamatérios como IL10, apés uma semana de treinamento aerdbio
moderado (30 minutos a 50% do VO2max) em 12 voluntarios sedentarios.
Este resultado sugere que a existéncia de outro mecanismo na atenuacgéo
da inflamagao envolvendo poucas sessdes de exercicio aerdbio moderado.

Por outro lado, Copolla et al.** demonstraram que o exercicio fisico
aerobio vigoroso agudo (cicloergbmetro de pernas, progressivo, até atingir
20 na escala de Borg), aumentou fatores relacionados a inflamagao e
agregacao plaquetaria em voluntarios treinados e saudaveis. Porém,
cronicamente, Sloan et al.*® demonstraram que o exercicio aerdbio de alta
intensidade (75 a 80% da frequéncia cardiaca maxima, durante 40 minutos,
4 vezes por semana), foi capaz de diminuir (p<0,05) a estimulacdo de
liberacdo do TNF ao passo que, o exercicio aerébio de moderada
intensidade (55 a 60% da frequéncia cardiaca maxima, durante 40 minutos,
4 vezes por semana) nao conseguiu o0 mesmo efeito em 12 semanas de
treinamento, em individuos saudaveis. Sugeriu-se que o exercicio crénico de
alta intensidade pode diminuir a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
como TNFa.

De acordo com algumas evidéncias cientificas*>*°, torna-se evidente
o risco da pratica de exercicio aerébio em individuos com acometimento
aterosclerotico, ja que de maneira aguda o mesmo pode aumentar o risco de
inflamac&o e agregacgao plaquetaria. Por outro lado, individuos saudaveis
podem fazer o uso desta intensidade de exercicio, havendo evidéncias que,
o treinamento aerdbio diminui o estimulo a liberacdo de citocinas pro-
inflamatarias.

A Tabela 1.1, mostra os principais estudos realizados com mais de
uma intensidade de treinamento aerdbio em diferentes fatores relacionados

a aterosclerose.
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TABELA 1.1 — Estudos da relagdo da intensidade do exercicio aerdbio

com indicadores de aterosclerose

Primeiro Amostrado  Protocolos de Indicador de Resultados
Autor e estudo treinamento aterosclerose Principais
data utilizados utilizado
Cadroy?, Homens, Comparacao Deposicao de Grupo que fez a
2002 sedentarios aguda de duas  plaquetasinvitro  sess&o a 70%
e saudaveis intensidades: 50 aumentou a
ou 70% do VOzmax tendéncia de
deposicéo de
plaquetas
Goto®, Homens Comparacao Vasodilatagdo, = Somente o grupo
2003 jovens e cronica (12 pela circulagao que treinou a
saudaveis semanas)de trés  sanguinea do 50% obteve
intensidades: 25 ante-braco em melhora da
ou 50 ou 70% do resposta a funcao
VO2max Acetil-colina vasodilatadora
Wang*?, Homens Comparagéo Niveis Grupo que
2006 jovens e aguda de trés plasmaticos de  exercitou a 80%
sedentarios  intensidades: 40 LDL-ox™**” teve maiores
ou 60 e 80% do niveis de LDL-ox
VO2max pos-exercicio
Sloan*’, Mulheres e Comparacgao TNF"***” Somente o grupo
2007 homens cronica (12 plasmatico, que treinou a
saudaveis semanas) de 80% obteve
duas melhora na
intensidades: 60 liberacao de TNF
ou 80% da pds-exercicio
I:Cmax”*”
Sun®, Ratos Comparacéao Vasodilatagdo, = Somente o grupo
2008 Wistar cronica (06 pela circulagéao que treinou 2h

semanas) de dois
protocolos: 2h ou
3h por dia de
esteira forcada

sanguinea em
resposta a
Acetil-colina

obteve melhora
na funcao
vasodilatadora

* - Frequéncia Cardiaca maxima, ** - LDL oxidada, ***-> Fator de Necrose

Tumoral
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8 - CONSIDERACOES FINAIS

De maneira geral, o exercicio aer6bio atua tanto na prevengao,
quanto no tratamento da aterosclerose. Em relagao a intensidade do esforco,
ainda ndo ha consenso de qual intensidade leva a melhores resultados no
processo aterosclerotico. A falta de consenso pode ser pela inexisténcia de
padronizagcao da intensidade do esforgo, ora classificando o esforco pelo
percentual do VOgonax, Ora pela frequéncia cardiaca maxima, ora pela
freqUéncia cardiaca de reserva.

Apesar de diferentes metodologias, algumas evidéncias parecem
estar claras. De maneira aguda, o exercicio fisico de alta intensidade leva ao
aumento do risco coronariano primario, aumento do estresse oxidativo,
diminuicdo da func¢do vasodilatadora do organismo, aumento da inflamagéo
e agregacao plaquetaria sendo, portanto, contra-indicado em pessoas
previamente acometidas com aterosclerose. Cronicamente, alguns estudos
demonstraram melhora enquanto outros ressaltam efeitos negativos desses
fatores, sendo necessarios mais estudos, tanto em humanos quanto em
modelos animais, para melhor elucidar o papel da intensidade do

treinamento aerobio na aterosclerose.
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CAPITULO 02: ARTIGO ORIGINAL

EFEITOS DO TREINAMENTO AEROBIO DE INTENSIDADE LEVE E
MODERADA NA ATEROSCLEROSE, PERFIL LIPIDICO E PARAMETROS
DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAMUNDONGOS LDLr™,

Effects of low and moderate intensity aerobic training on
atherosclerosis, lipid profile and oxidative stress parameters in LDLr"

mice.

RESUMO

As principais causas de morte no mundo ocidental sdo as doengas
cardiovasculares e a aterosclerose € a sua principal manifestagdo. A
oxidacao da LDL (LDLox) representa um importante fator na aterogénese. O
treinamento aerdbio tem demonstrado reduzir a progressao da aterosclerose
em pacientes com doenga arterial coronariana e em diversos modelos
animais. Neste estudo investigamos os efeitos de 2 meses de exercicio
aerobio em esteira, de intensidade leve (G2) ou moderada (G3) em relagéo
ao controle sedentario (G1), na evolugao da aterosclerose em camundongos
knockout para o receptor de LDL (LDLr”) previamente submetidos a 3
meses de dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica, avaliando os efeitos do
colesterol total (CT), HDL-c e triglicerideos (TG) séricos, os danos oxidativos
(proteina carbonil e hidroperoxidos lipidicos), a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx) no tecido hepatico, e a composigédo corporal da carcaga.
Os resultados mostraram que G2 (0,0150,005 cm?) e G3 (0,014+0,001 cm?)
apresentaram menor area de deposicao lipidica aodrtica em relagao aos
animais sedentarios (G1) (0,039+0,005 cm?). Os grupos G2 e G3
apresentaram maiores valores de HDL-c, TG, maior atividade de CAT e
menor peroxidacao lipidica, carboniagado protéica e percentual de gordura. A
SOD apresentou maiores valores apenas em G3 e a GPx somente em G2. O
treinamento aerobio de baixa e moderada intensidade melhoram a

aterosclerose.
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ABSTRACT

The main causes of death in the Western world are cardiovascular disease
and atherosclerosis is its main manifestation. The oxidation of LDL (LDLox)
is an important factor in atherogenesis. The aerobic training has been shown
to reduce progression of atherosclerosis in patients with coronary artery
disease and in several animal models. We investigated the effects of 2
months of treadmill aerobic exercise, at light (G2) or moderate intensity (G3)
in the development of atherosclerosis in LDL receptor knockout mice (LDLr""
) previously submitted to 3 months of high-fat high-cholesterol diet and
assessing the effects of serum total cholesterol (TC), HDL-c and triglycerides
(TG), oxidative damage (protein carbonyls and lipid hydroperoxides) and
activity of antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD)
and glutathione peroxidase (GPx) in liver tissue, and body composition of the
carcass. The results showed that G2 (0.015 + 0.005 cm?) and G3 (0.014 +
0.001 cm?) had a lower aortic fat deposition area than sedentary animals
(G1) (0.039 + 0.005 cm?). G2 and G3, had higher HDL-C, TG, levels,
increased CAT activity, lower lipid peroxidation, carbonyl protein and fat
percentage. SOD showed higher values only in G3 and GPx only in G2.
Aerobic training of low and moderate intensity are able to improve

atherosclerosis.
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1 - INTRODUCAO

Uma variedade de caracteristicas bioldgicas e comportamentais tem
sido atribuida como desencadeadoras do desenvolvimento das doencgas
cardiovasculares (DCV)1. Para uma pequena porcentagem da populagao,
com alto risco genético, a hipercolesterolemia familiar causada por
deficiéncia no receptor de LDL é a maior determinante do desenvolvimento
precoce de DCV?2.

Nos eventos iniciais da aterogénese a lipoproteina de baixa
densidade oxidada (LDLox) é rapidamente internalizada e acumulada nos
macrofagos, formando as células espumosas, que se depositam no espaco
subendotelial.

O controle do estado oxidativo e do metabolismo de lipoproteinas do
organismo torna-se importante ferramenta no combate a aterosclerose. Os
acidos graxos poliinsaturados presentes na membrana celular podem ser um
alvo das espécies reativas de oxigénio (ERO), desencadeando reacdes
quimicas denominadas peroxidacdo lipidica®. Além disso, o processo
oxidativo nas células pode também envolver a oxidacdo de proteinas, que
por sua vez podem estar intimamente relacionadas aos processos de
envelhecimento e modificagdo de apoproteinas constituintes das
lipoproteinas plasmaticas. Uma vez oxidadas, as proteinas tornam-se alvos
de degradacao por proteases endégenas3.

O exercicio fisico regular parece ser efetivo na redugdo do risco
cardiovascular”’. Especificamente, o exercicio tem demonstrado reduzir a
progressao da aterosclerose em pacientes com doenca arterial coronariana®.
De maneira similar, em diversos modelos animais, o exercicio regular exerce

%12 Desta forma, varios

um efeito benéfico no processo ateroscleroético
consensos e diretrizes de 6rgaos nacionais e internacionais recomendam um
minimo de 30 minutos de exercicio aerdbio por dia, na maioria dos dias da
semana, como sendo um elemento chave na redugao da magnitude do risco
cardiovascular.

Embora os beneficios do aumento no consumo maximo de oxigénio
(VO2 max) sejam bem estabelecidos, um paradoxo bioquimico € verificado.
O aumento no consumo de O2 é essencial para aptidao cardiovascular e

performance, porém o aumento no consumo durante ou apds O exercicio

26



pode ser prejudicial, quando é excedida a capacidade normal do individuo'.

O exercicio fisico intenso provoca um aumento de 10 a 20 vezes no
consumo total de oxigénio do organismo e um aumento de 100 a 200 vezes
na captagcdo de oxigénio pelo tecido muscular, favorecendo o aumento na
producdo de EROs'. Entretanto, tem sido demonstrado que o treinamento
de endurance aumenta as defesas antioxidantes, assim como a capacidade
oxidativa do musculo'®. Assim, a mensuragdo do estresse oxidativo (balango
entre danos oxidativos e defesas antioxidantes) é importante sinalizador do
estado aterosclerético em que se encontra o individuo.

O treinamento aerdbio leva a adaptacdes benéficas na aterosclerose,
no estresse oxidativo e no perfil lipidico tanto em humanos quanto em
animais®'2. Entretanto, os estudos utilizam com maior freqiiéncia protocolos
de intensidade moderada. Faltam estudos que demonstrem o beneficio do
treinamento aerdbio de baixa intensidade nesses parametros, bem como a
comparacgao entre intensidade leve e moderada.

Sendo o objetivo deste estudo, verificar a influéncia do treinamento
aerobio nas intensidades leve e moderada na evolucdo da lesao
aterosclerotica, perfil lipidico sérico, balango oxidativo hepatico e

-

composi¢cado corporal em camundongos LDLr™, previamente submetidos a

dieta hiperlipidica.
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2 - MATERIAL E METODOS:
2.1 - Cuidados Eticos:

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com
animais do Departamento de Veterinaria/Universidade Federal de Vigosa
(protocolo n° 46/2008) (ANEXO 1).

2.2 - Delineamento do estudo:

Camundongos C57/BI/6J LDLr"", machos (12 semanas de idade, n =
29, com peso inicial de 23,80£1,91g) provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da UFV, foram alimentados com
dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica (colesterol = 1.5 g/kg de dieta;
gordura total = 210 g/kg de dieta) durante 3 meses. Esta fase foi chamada
de fase de inducgdo da aterosclerose, segundo Ramachadran et al."?. Apos
esta fase, os animais foram submetidos a dieta comercial normolipidica
(colesterol = 0,002 g/kg de dieta; gordura total = 45 g/kg de dieta) durante 2
meses (fase de reabilitacdo) e divididos aleatoriamente em 3 grupos
experimentais: sedentario (G1; n=9), exercicio leve (G2; n=10) e exercicio

moderado (G3; n=10). O desenho experimental do estudo esta representado

na Figura 2.1
Fase de Reabilitagcdo:
Dieta Normolipidica e
G1 (sedentario) ou,
Fase de Indugdo: G2 (Exercicio Leve) ou,
Dieta Hiperlipidica G3 (Exercicio Moderado)
A AL
(" N B\
@ : 4 . 4 < L &
0 1 2 3 i | 5
Meses

FIGURA 2.1: Desenho Experimental
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2.3 - Protocolo do Exercicio:

Os animais foram exercitados em esteira rolante prépria para animais
(Insight Equipamentos Cientificos®, Ribeirdo Preto, Brasil) no biotério de
experimentacao animal da UFV.

Os animais do grupo G2 exercitaram 30 minutos por dia, 5 dias por
semana, durante 8 semanas, em velocidade de esteira correspondente a
intensidade leve'® de exercicio conforme progressdo demonstrada na Figura
2.2.

8 m.min1 9 m.min? 10 m.min1?

30 mim.dia®l 30 mim.dial 30 mim.dial
| I ]

0 1 2 3 4 3 6 7 8

Semanas

FIGURA 2.2: Progressédo do Exercicio G2

Os animais do grupo G3 exercitaram 30 minutos por dia, 5 dias por
semana, durante 8 semanas, em velocidade de esteira correspondente a
intensidade moderada’® de exercicio conforme progressdo demonstrada na

Figura 2.3.

10 m.min1 13 m.min1 16 m.min1

30 mim.dia! 30 mim.dial 30 mim.dial
J A J

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas

FIGURA 2.3: Progresséao do Exercicio G3
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2.4 - Coleta dos tecidos

Os animais foram eutanasiados 48 horas apds a ultima sessao de
exercicio. Figado, aorta e a porgdo vermelha do musculo gastrocnémio
foram removidos cirurgicamente e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido para posteriores analises. O sangue foi removido por pun¢éo na aorta
abdominal, imediatamente centrifugado a 3000rpm, por 10 minutos a 4°C. O
soro foi retirado e armazenado a -20°C para posteriores analises.

2.5 - Avaliacao da deposicdao lipidica das aortas

A deposicéo lipidica foi determinada no arco adrtico, nas aortas
toracica e abdominal, utilizando a analise en face pela coloragdo Sudan IV'".
As aortas foram dissecadas, removendo cuidadosamente toda a adventicia a
partir da valvula adrtica até a bifurcagdo iliaca. A aorta foi aberta
longitudinalmente e fixada, durante 12 horas, na solucéo de formol-sacarose
(4% paraformaldeido, 5% de sacarose, 20 umol/L de BHT, e 2 umol/L EDTA,
pH 7,4) a 4°C. Apos fixadas, as aortas foram colocadas em solucdo de
etanol 70% durante cinco minutos. Posteriormente, foram coradas por 10
minutos sob agitagdo em uma solugao filtrada contendo 0,5% de Sudan IV,
35% de etanol e 50% de acetona, sendo em seguida descoradas em
solucdo de 80% de etanol, por cinco minutos. As aortas coradas com Sudan
IV foram fotografadas utilizando camera digital de resolugédo 8.1 megapixels,
com funcado macro ativada e distancia, zoom e luminosidade controlados. A
analise foi feita através do programa Image-Pro Plus. Pixels foram
convertidos em milimetros quadrados usando uma escala microscépica
padrao nas mesmas condicbes em que aortas foram submetidas, de acordo
com o software. A soma das areas das lesdes ateroscleréticas (local onde
houve acumulo lipidico) foi calculada pelo programa, sendo o resultado
expresso em centimetros quadrados. Para garantir que ndo houvesse
diferenca entre os animais quanto ao tamanho total da aorta, esta area foi

também mensurada.
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2.6 - Composicao corporal

ApOs a eutanasia descartaram-se as visceras, restando apenas
0ss0s, musculos e pele (carcaga vazia) para a analise quantitativa de agua,
gordura e proteina, conforme Pitts et al.’®. Na determinacdo do contetdo de
agua, as carcagas vazias foram colocadas individualmente em pratos de
aluminio e introduzidas num secador a temperatura de 105°C por 24 horas.
A agua da carcaga foi calculada pela diferenga do peso pré e pds-secagem.
Apds a secagem, as carcagas vazias foram maceradas e colocadas em
cartuchos de papel filtro para a extragdo da gordura pelo método de Soxhlet
durante oito horas, utilizando éter de petréleo como solvente. A percentagem
de gordura foi determinada pela diferenga do peso do cartucho contendo a
carcaga pré e pos-desengordurada. O percentual de proteina foi calculado
em triplicata pelo método indireto de determinagdo do nitrogénio, pelo

método de Kjeldahl'

, utilizando-se o fator 6,25 para conversao em proteina.
As analises foram realizadas nos laboratérios do Departamento de Nutricdo

e Saude da Universidade Federal de Vigosa.

2.7 - Determinacao das concentracdes séricas de colesterol total, HDL e
triglicerideos

O colesterol total, HDL e triglicerideos foram determinados utilizando-
se Kits comerciais (Bioclin®, Brasil) por método colorimétrico enzimatico e
analisador automatico Cobas® pelo laboratério especializado em analises

clinicas da Divisdo de Saude/UFV.
2.8 - Anédlises bioquimicas no tecido hepético dos animais

2.8.1 - Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada segundo Bannister e Calabrese?.
Basicamente, os tecidos foram homogeneizados em tampao glicina
(50mmoI.L'1, pH 10,1) e atividade enzimatica foi estimada pela inibicdo da

auto-oxidac&o da adrenalina medida espectrofotometricamente (480nm).
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2.8.2 - Catalase (CAT)

Para determinar a atividade da CAT a amostra dos tecidos foram
sonicadas em tampado fosfato 50mmol.L”" e a suspensdo resultante foi
centrifugada a 3000g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado
para mensuracdo da atividade enzimatica. A atividade da CAT foi
determinada pela taxa de decaimento do peroxido de hidrogénio
(10 mmol.L™") lido em espectrofotdmetro a 240nm, segundo metodologia de
Aebi®".

2.8.3 - Glutationa Peroxidase (GPx)

A determinacao da atividade da Glutationa Peroxidase foi feita a partir
da taxa de decaimento da NADPH (coeficiente de extingdo molar = 6220),
determinada por espectrofotdmetro (340nm) conforme descrito por Flohé?.
Brevemente, a amostra dos tecidos foram sonicadas em tampéao fosfato
50mmol.L™" e a suspensao resultante foi centrifugada & 3000g & 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi utilizado para leitura em espectrofotdmetro

utilizando glutationa reduzida, glutationa redutase e azida sodica.

2.8.4 - Hidroperoxidos Lipidicos

Foi detectado conforme metodologia de Jiang et al.?®. O Xilenol
Orange, ao se ligar aos ions férrico, produz um cromoforo azul-arroxeado
com coeficiente de extingdo de 1,5 x 10* M" cm™ & 560 nm. A concentracéo
de hidroperdxidos pode ser estimada uma vez que o coeficiente de extingao

dos hidroperéxidos é de 4,3 x 10 M cm™ a 560 nm.

2.8.5 - Carbonilacdo de Proteinas

Os danos oxidativos em proteinas foram determinados pela
determinagcdo de grupos carbonil baseado na reagdo com
dinitrofenilhidrazina metodologia de Levine et al.?, Brevemente, as amostras
de proteinas do figado foram precipitadas pela adicdo de acido
tricloroacético 20% e reagidas com dinitrofenilhidrazina. As amostras foram

redissolvidas em hidrocloreto de guanidina e o conteudo de carbonil foi
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determinado espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente de

absorgao molar de 22.0000 mol.L™.cm™.

2.9 - Andlise da enzima Citrato Sintase (CS) do tecido muscular

Os tecidos (gastrocnémio) foram pesados e homogeneizados com
homogenizador de vidro no gelo em uma solucéo de Tris-HCI & 100 mmol.L™
a uma taxa peso/volume constante. O homogenato foi depois adicionado a
um mix de reagdo contendo Tris-HCI & 100 mmol.L™", dithio-bis (acido 2-
nitrobenzéico) & 1,0 mmol.L" e acetil coenzima A & 3,9 mmol.L". Apds a
adicado de oxalacetato a 1,0 mmoI.L'1, foi feita a leitura da absorvancia a
412nm por um periodo de dois minutos. A absorvdncia meédia em
variacdo.min™, foi registrada para cada amostra e a atividade de CS foi
calculada utilizando um coeficiente de extincdo de 13600 mol.L™".cm™

segundo a metodologia de Alp et al.®°.

2.10 - Determinacéo de proteinas
A quantidade de proteinas das analises de CAT, SOD, GPx,
hidroperodxidos, carbonilacdo de proteinas e CS foram mensuradas pela

metodologia de Lowry et al.?®.

2.11 - Anélise estatistica:

Para todas analises foi realizado o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov utilizando-se posteriormente  ANOVA one way e
quando necessario o post hoc de Student-Newman-Keuls, adotando nivel de
significancia de p<0,05. O software utilizado para as analises foi o SPSS
versado 12.0 para Windows. Todos os dados foram apresentados em média +

erro padrao (EP).
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3 - RESULTADOS:
3.1 - Area da lesao aterosclerética aortica:

Nao houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os grupos quando
avaliada a area total da aorta. Havendo confirmacao de que as aortas tinham
a mesma area (Tabela 2.1), tornou-se possivel a analise da a area lesionada
total.

Os animais dos grupos G2 (0,015+0,005 cm?) e G3 (0,014+0,001 cm?)
apresentaram menor area lesionada total (p<0,05) em relagdo aos do grupo
G1 (0,039+0,005 cmz), conforme demonstrado nas Figuras 2.4 e 2.5. Além
disso, os grupos G2 e G3 apresentaram menor (p<0,05) percentual de area
lesionada (area lesionada total/area total da aorta) conforme se verifica na
Tabela 2.1.

TABELA 2.1: Area total da aorta e percentual de area lesionada

G1 G2 G3
Area Total da Aorta (cm?) 0,46 +0,02° 0,46 +0,03° 0,47 +0,03°
% de area lesionada 8,58 £ 1,35%% 3,25+ 0,91%" 3,19 £ 0,67%"

* Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05) para mesma

linha.
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FIGURA 2.4: Area lesionada total das aortas. * p<0,0001 em relacéo a G1.
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G3

FIGURA 2.5 Representagéo da area lesionada da aorta.

3.2 - Composic¢ao corporal:

O resultados demonstraram reducao significativa na gordura corporal
nos animais dos grupos G2 e G3 em relagcdo a G1. Para os outros
componentes da composigao corporal ndo houve diferenga estatistica. Os
resultados est&do descritos na Tabela 2.2.

TABELA 2.2: Composi¢ao percentual de agua, gordura, proteinas e cinzas

dos animais

G1 G2 G3
% Agua 63,22 + 5,46° 63,43 + 3,42° 65,59 + 4,62
% Gordura 18,81 +2,17° 10,82 + 1,58° 10,45 + 0,91°
% Proteina 16,39 + 2,66 ° 16,94 + 1,91° 16,18 + 3,212
% Cinzas 6,81+ 1,02° 6,38 + 1,23° 6,09 + 0,76°

* Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05) para mesma

linha.

3.3 - Lipidios séricos:
O CT nao sofreu alteragbes entre os grupos, enquanto HDL e TG
apresentaram maiores valores (p<0,05) nos grupos G2 e G3 em relagéo a

G1, conforme descrito na tabela 2.2.
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TABELA 2.2: Valores de CT, HDL, TG

G1 G2 G3
HDL-C (mg.dL™) 60,5 + 3,83° 75,33 + 4,76° 69,33 + 4,61°
CT (mg.dL™) 308,87 + 22,75 318,44 +1583% 331,5+2577°

Triglicerideos (mg.dL™") 141,25+ 18,21% 212,77 +19,74°  183,3+24,79"

* Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05) para mesma

linha.

3.4 - Atividade hepética das enzimas antioxidantes:

Com relacdo & SOD, o grupo G3 (1,33 + 0,14 U.mg”’ de proteina)
demonstrou aumento significativo em relacdo a G2 (0,82 + 0,04 U.mg™ de
proteina) e G1 (0,62 + 0,03 U.mg" de proteina), conforme observado na

Figura2.6.

1.8 -

1.2 A

0.8

U da SOD (mg/proteina )

G

FIGURA 2.6: Atividade da enzima SOD. * p<0,05 em relag&o aos grupos G1
e G2.

A atividade da enzima catalase aumentou no grupo G2 (0,93 = 0,05

U.mg™” de proteina) e G3 (0,90 +0,05 U.mg™' de proteina) em relacdo a G1

(0,65 + 0,02 U.mg™" de proteina), conforme demonstrado na Figura 2.7.
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FIGURA 2.7: Atividade da enzima catalase. * p<0,05 em relacédo a G1

Para atividade da GPx o grupo G2 (0,20 + 0,03 uM.min".mg”" de
proteina) demonstrou amento significativo em relacdo a G3 (0,12 £ 0,008
uM.min™".mg™” de proteina) e G1 (0,09 + 0,01 uM.min".mg™ de proteina)

conforme observado na Figura 2.8.
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FIGURA 2.8: Atividade da enzima GPx * p<0,05 em relagdo aos grupos G1
e G3.

3.5 - Peroxidacdo Lipidica e carboxilacéo de proteinas no figado
Os resultados demonstraram um decréscimo na peroxidacao lipidica
hepatica do grupo G2 (0,55 + 0,02 nmol.mg™" de proteina) e G3 (0,56 + 0,01
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nmol.mg™' de proteina) em relacdo a G1 (0,81 + 0,10 nmol.mg™' de proteina),

como pode ser visualizado na Figura 2.9.

1 -

o
3

Peroxidagao Lipidica ( nmol/mg proteina)

o
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FIGURA 2.9: Hidroperdxidos lipidicos no tecido hepatico. * 2 p < 0,05 em
relagao a G1

O mesmo ocorreu com a oxidacdo de proteinas no tecido hepatico
dos animais (G2 = 0,70 £ 0,19; G3=0,91 £ 0,17; G1=1,59 + 0,51 nmoI.mg'1

de proteina) como pode ser visualizado na Figura 2.10.
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FIGURA 2.10: Carboxilagdo protéica no tecido hepatico. * p<0,05 em

relacao a G1
3.6 - Atividade enzimatica muscular de citrato sintase

A atividade da enzima CS aumentou no grupo G2 (23,61 + 1,85

umol.min™".mg™ de proteina) em relagdo & G1 (16,87 + 3,47 umol.min™".mg™*
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de proteina) e, em G3 (28,60 + 1,69 umol.min™".mg™ de proteina) em relagéo

a G1 e G2, conforme demonstrado na Figura 2.11.
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FIGURA 2.11: Atividade da enzima CS. * p<0,05 em relacédo a G1, # p<0,05

em relagao a G2.
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4 - DISCUSSAO

Atividade de CS tem sido considerada indicador do efeito do
treinamento aerdbio. Nossos resultados mostraram que ambos o0s protocolos
foram efetivos para aumentar a atividade muscular de CS, sendo que o
protocolo de intensidade moderada (G3) foi mais efetivo em provocar
adaptacdes aerdbias que o protocolo de intensidade leve (G2). A atividade
de CS é uma das enzimas chave na regulacéo do ciclo do &cido citrico®” e
alguns estudos tém demonstrado aumento da atividade de CS na
musculatura esquelética de ratos' e camundongos®?°. Esses resultados
indicam que o treinamento aerdbio em esteira (G2 e G3) foi suficiente para
aumentar a capacidade aerdobia e demonstram ainda que o treinamento de
intensidade moderada (G3) é mais efetivo que o de intensidade leve (G2)
para o aumento da capacidade aerdobia nos camundongos LDLr".

No presente estudo demonstramos que 0s animais que realizaram
exercicio leve apresentaram perfil da lesdo aterosclerdtica semelhante aos
animais que realizaram exercicio moderado e ambos o0s grupos exercitados
apresentaram melhora em relagdo ao controle sedentario, apés 3 meses de
dieta de inducdo de aterosclerose em camundongos LDLr". Até o presente
momento, este € o primeiro estudo a demonstrar que o exercicio leve possui
efeitos benéficos semelhantes ao moderado na evolugdo da lesao
aterosclerotica neste modelo animal. Varios estudos demonstraram
regressdo ou menor grau de aterosclerose em animais experimentais
propicios para o desenvolvimento da aterosclerose, principalmente em
camundongos LDLr" e ApoE'/', submetidos a exercicios aerdbios, tanto em
esteira quanto em natacdo®'%. Além disso, ha evidéncias®® da melhoria da
evolucdo da aterosclerose em humanos submetidos a exercicios aerobios,
sendo que a maioria dos protocolos dos estudos acima utilizaram
intensidades moderadas e n&o de intensidade leve como no nosso estudo.

Varios sao os fatores que tem sido relacionados com aterosclerose,
destacando-se dentre eles, disturbios do metabolismo de lipoproteinas
plasmaticas, aumentos sistémicos da pressao arterial e angiotensina 1°,
niveis alterados de glicose sanguinea e aumento da resisténcia a insulina®',

I32

percentual de gordura corporal®™, relaxamento vascular, fatores agregatorios

40



plaquetarios, inflamatérios e o balango oxidativo do organismo®. Neste
trabalho, investigamos as mudangas decorrentes do metabolismo lipidico, do
balanco oxidativo hepatico e da composicdo corporal para elucidarmos
alguns dos mecanismos relacionados com aterosclerose.

A fracao do HDL-c aumentou nos grupos exercitados, fato que pode
ter contribuido para diminuigcdo da placa aterosclerética ja que o aumento
dos niveis séricos desta proteina relaciona-se inversamente com o
aparecimento da placa aterosclerética®®. Segundo Kodama et al.**, a variavel
que melhor explica o aumento do HDL-c é a duracdo do exercicio, o que
justifica a inexisténcia de diferenga entre os grupos exercitados, ja que G2 e
G3 tiveram a duragdo do exercicio igual. O HDL-c aumentado possui
beneficios antioxidantes por ter em sua constituicdo a enzima antioxidante
paraoxonase; antiinflamatorio, inibindo as moléculas de adesdao VCAM1 e
ICAM1 e as citocinas proé-inflamatérias IL1 e IL8; antiagregante plaquetario,
pro-fibrinolitico, e anticoagulante, pela inibicdo da ativagdo do fator X, da
ativagdo plaquetaria, e da secrecéo de plasminogénio tecidual (tPA) e de
inibidor do plasminogénio (PAI1)***°>%; e de protecdo endotelial pela inibigao
da infiltracdo de LDLoxi e conseqlente protecdo por estimular a
vasodilatacao®”%,

O nosso estudo nao foi demonstrado o efeito benéfico do exercicio
em relacdo ao CT e TG nos animais experimentais. Ramachadran et al.'?
encontraram resultados semelhantes em estudo com o mesmo modelo
animal. Em animais experimentais Apo E” a diminuicdo da lesdo
aterosclerética houve sem mudangas do CT e TG séricos®. O aumento nos
niveis séricos de TG, pode ser explicado, pelo fato do exercicio aumentar a
necessidade da utilizacdo de TG como fonte energética, o que pode ter
aumentado os niveis seéricos de VLDL, sendo esta provavelmente
acumulada no soro pela diminuicdo do seu clearance, pois a meia vida desta
lipoproteina, pode estar aumentada em até 30 vezes neste modelo em
relagdo a animais selvagens*’, podendo ter contribuido para o aumento de
TG nos grupos exercitados. Braz Jr et al.*’ mostraram que o nivel de CT e
TG séricos exerce pouca ou nenhuma influéncia na deposicao lipidica da
artéria coronaria em individuos com aterosclerose severa, justificando a

reducdo da lesao aterosclerética por outros fatores que ndo sejam a
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diminuicao do CT e TG, tais como inflamagao, disfungao endotelial, estresse
oxidativo e fatores genéticos. O mesmo pode ter acontecido com os animais
de G2 e G3, cuja melhora evidenciada na deposicao lipidica das aortas
ocorreram sem mudancas no nivel sérico de CT e TG.

Em relagcdo a composicao corporal, os grupos G2 e G3 apresentaram
menores percentuais de gordura na carcaga em relagdo a G1. Sabe-se que
exercicio aerobio pode levar a esta adaptacdo. De maneira semelhante ao
nosso estudo, Gollisch et al.*? mostraram que 4 semanas de exercicio
aerdbio na roda voluntaria foi capaz de reverter completamente o aumento
do tecido adiposo subcutaneo e visceral provocado pela dieta hiperlipidica
em ratos Sprague-Dawley. Adicionalmente, Bhattacharya et al.** mostraram
o mesmo efeito do exercicio aerébio em esteira em camundongos Balb/C
submetidos a 14 semanas de treinamento em esteira.

Tsitsilonis et al.*> demonstraram que o tecido adiposo subcutaneo,
mensurado pela espessura minima da camada subcutdnea abdominal
(Smin), correlacionou-se de maneira significativa com aterosclerose da
artéria femural, mensurada por sonografia em individuos obesos. Além
disso, um estudo demonstrou que exercicio aerobio agudo aumentou a
expressdo de IL-6 (interleucina 6) e IL1-ra (receptor antagonista de
interleucina 1) no tecido adiposo subcutaneo de ratos Sprague-Dawley*.
Essas citocinas sdo essenciais no controle da inflamacgao cronica de baixa
intensidade provocada pelo exercicio, 0 que diminui a aterosclerose. Assim,
0os menores valores de percentual de gordura da carcaga, que é
predominantemente a gordura subcutédnea, apresentados por G2 e G3,
podem ter contribuido para diminui¢cdo da aterosclerose.

Sendo o figado considerado o maior 6érgdo metabdlico, responsavel
pela detoxificagdo de varias substancias e os produtos metabdlicos nocivos
produzidos em outros 6rgdos podem indiretamente afeta-lo, avaliamos o
balango entre danos e defesas oxidativas neste 6rgao. O figado apresenta
conteudo substancial de proteinas e enzimas com grande capacidade

antioxidante***°

e pode ser um dos principais locais para a oxidagao da LDL
pela citocromo P450%. Assim, o balanco oxidativo do figado é de

fundamental importancia para compreensdo dos mecanismos da
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aterosclerose e tem sido amplamente estudados em avaliagdes
experimentais*’™°.

Em relagao a atividade enzimatica hepatica de SOD, somente animais
do grupo G3 obtiveram aumento significativo em relagdo a G1. Silva et al.?®
mostraram em camundongos CF1, que o treinamento em esteira, em
protocolo similar com o utilizado para G3, aumentou a atividade enzimatica
hepatica da SOD.

A SOD exerce papel fundamental na contengao da aterosclerose, pois
a superexpressao desta enzima juntamente com a catalase diminuiu a
aterosclerose induzida por Benzo(a)pyrene em animais knockout para
ApoE*°. O aumento da SOD pode diminuir a aterosclerose por meio de co-
ativagdo do relaxamento vascular induzido por NO mediado por e-NOS, pois
a dismutacao do radical O,", aumenta a biodisponibilidade de NO nas células
endoteliais, j4 que em presenca do radical O,’, o NO é desviado para
formacdo do perdxido nitrito®®. Assim o aumento da atividade da SOD nos
animais do grupo G3 pode ter aumentado o relaxamento vascular,
contribuindo para diminuicdo da aterosclerose. Em nosso estudo somente
G3 aumentou a atividade de SOD, o que pode ser explicado pelo fato de
exercicios em maiores intensidades aumentarem o consumo de O,, estando
este aumento intimamente ligado com maior produgao de 0, os animais
de G3 apresentaram maior atividade de CS em relacdo aos demais grupos,
fato que pode indicar também, maior adaptagdo aerdbia e maior produgcao
deste radical. Desta maneira, maior atividade de SOD pode ter acontecido
para compensar produ¢cdo aumentada deste radical em G3. Uma limitagao
deste estudo foi ndo ter mensurado o radical O,", o que poderia contribuir
para explicagao do comportamento da SOD do nosso experimento.

Os animais dos grupos exercitados tiveram maior atividade enzimatica
hepatica de catalase em relagdo aos animais sedentarios. Yin et al.*
demonstraram que co-expressao da catalase € importante para que nao haja
elevagao da proliferacdo de células musculares lisas, induzidas pela LDL-o0x,
pois foi demonstrado, por estes autores, que a espécie reativa HO
(peroxido de hidrogénio) aumenta a proliferagdo destas células, aumentando
0 processo aterosclerdtico. Na presenca da catalase esta proliferacdo nao

ocorreu, demonstrando a importancia desta enzima para contencao do
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processo aterosclerdtico®’. Além disso, em animais manipulados para a
superexpressao de catalase houve diminuigao da aterosclerose induzida por
Benzo(a)pyrene em animais knockout para apo E*. No nosso estudo,
atividade enzimatica de catalase aumentada pode ter contribuido para a
diminuicado da proliferacdo destas células, diminuindo assim a area de
deposicao lipidica nas aortas de G2 e G3. Outros experimentos também
demonstram que o treinamento de baixa®® e moderada® intensidade s&o
capazes de aumentar a atividade enzimatica de catalase.

Em relagdo a GPx, somente o grupo G2 obteve melhora significativa
em relacdo a G1. Outros estudos também mostram aumento da atividade de
GPx em exercicios de baixa intensidade. A literatura cientifica carece de
informagdes sobre o efeito treinamento de baixa intensidade na atividade
hepatica de GPx. Porém alguns estudos demonstram o efeito do treinamento

1.>* mostraram aumento da

de baixa intensidade em outros tecidos, Faist et a
atividade mitocondrial de GPx do tecido muscular apés 6 semanas de
treinamento de baixa intensidade (2 vezes de 30 min.dia™; velocidade de
8,3m/min, durante 6 semanas) em camundongos DMX. J& Kaczor et al.*?, no
mesmo modelo animal, mostraram que o treinamento em esteira de baixa
intensidade (2 vezes por semana, 30min.dia” & uma velocidade de 9m/min)
foi eficaz para aumentar o conteudo protéico de GPx nas fibras musculares
brancas.

Lewis et al. demonstraram a importancia da GPx na prevengao e
contencdo da aterosclerose ja que camundongos manipulados para nao
expressarem GPx aumentaram o processo de aterosclerose em relagéo
aos camundongos controle e, a ndo expressao de GPx foi relacionada com
aumento de moléculas proé-inflamatdrias tais como VCAM e aumento de
macréfagos  pré-inflamatérios®™. Além disso, camundongos ApoE™
manipulados para superexpressao de GPx, diminuiram a evolugdo da
aterosclerose, sendo essa redugdo justificada pela diminuicdo da
peroxidagao lipidica na parede arterial e diminuicdo da expressao das
proteinas das moléculas de adesdo VCAM e ICAM na aorta dos animais®.
Adicionalmente, a administracdo de diphenyl diselenide (PhSe);, um
composto organoselénico, que imita a acdo da GPx, inibiu a formagao de

LDLox humana in vitro®’, sugerindo um efeito protetor da GPx contra a
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aterosclerose. Assim, o aumento da atividade enzimatica de GPx observado
em G2 pode ter contribuido para redugao da aterosclerose nesses animais.
Em conjunto as enzimas antioxidantes exercem papel fundamental na
contencao da aterosclerose. Interessantemente no nosso estudo, os animais
de G2 demonstraram aumento na atividade hepatica CAT e GPx sem ter
aumentado a atividade da SOD. Sabendo que a SOD ¢é a primeira linha de
defesa do organismo no combate dos radicais liveres, algum outro
mecanismo pode ter explicado o aumento de CAT e GPx. Neste estudo,
mensuramos apenas a atividade total da SOD, sem mensurar as atividades

especificas das isoenzimas da SOD. Ravi Kiran et al.*®

mostraram que a
atividade cardiaca da isoenzima Mn-SOD (SOD manganés), aumentou apos
treinamento de natagdo em baixa intensidade, 0 mesmo pode ter ocorrido
nos animais de G2, sendo uma limitagao deste estudo nao ter mensurado as
isoenzimas da SOD.

Os animais dos grupos G2 e G3 apresentaram menores valores de
peroxidagao lipidica e conteudo de proteina carbonil quando comparados
com G1. Em corroboragdo com os nossos resultados, Teixeira et al.*®
mostraram menores niveis de peroxidagao lipidica avaliada pela metodologia
de TBARS no figado de ratos apds 12 semanas de treinamento em natagéao.
Silva et al.?® demonstraram também queda na peroxidacio lipidica pela
mesma metodologia e na carboxilagdo de proteinas em camundongos CF1,
apos 8 semanas de treinamento, em diferentes modelos de exercicio.

Sabe-se que o aumento da peroxidagdo lipidica pode ser
consequéncia do estresse oxidativo e que a aterosclerose pode modificar as
propriedades fisicas das membranas celulares, o que pode facilitar o escape
dos radicais livres da cadeia transportadora de elétrons®. A peroxidagdo
lipidica pode modificar covalentemente os residuos dos amino-grupos de
lisina, o que pode gerar a formagcdo de LDL-ox, e o excesso de
hidroperéxidos pode levar a modificagao da estrutura protéica da ApoB, fato
que contribui para o reconhecimento das LDL-ox pelos macrofagos
formando-se entdo as células espumosas®. As ERO do figado podem
modificar os aminoacidos através de uma cadeia de reagdes pela
agregreagdo de proteinas susceptiveis a degradacdo proteolitica’™. A

reducao da carbonilacdo de proteinas é importante indicador da redugao da
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de dano oxidativo. Assim, a diminuicdo dos hidroperédxidos lipidicos e do
conteudo de proteina carbonil nos grupos exercitados pode ter ajudado na
contencédo da aterosclerose como evidenciado nesses grupos. O aumento
da atividade das enzimas antioxidantes observado neste estudo pode ter
contribuido para a diminuigdo dos hidroperéxidos e da peroxidagao protéica
observadas em G2 e G3.

Uma possivel explicagdo para os efeitos da redugdo do estresse
oxidativo, comportamento do metabolismo lipidico e reducdo da
aterosclerose nos grupos G2 e G3 € a ativagao do receptor nuclear hepatico
LXR. Este receptor € responsavel pela remocao de derivados de colesterol
oxidados. A ativagdo do LXR tem sido relacionada com a diminuigdo da
aterosclerose por diminuicdo da proliferacdo de células musculares lisas®’,
supressao da expressao génica de fatores inflamatérios como TNFa, IL1b,
MCP1, ICAM e MMP—QGO, todos envolvidos na aterosclerose, e inibicdo do

1°%. Sabendo-se que a diminuigdo do estresse oxidativo®® e o

fator tecidua
exercicio fisico® sao dois fatores que ativam a expresséo génica de LXR, os
animais de G2 e G3 podem ter ativado esse receptor, 0 que pode ter sido
uma possivel explicagdo para a diminuicdo da lesdo aterosclerdtica. Além
disso, a ativagdo exdgena de LXR hepatico em camundongos LDLr",
associou-se com aumento de VLDL e TG® pela diminuicdo do clearance de
VLDL que este modelo possui, 0 que também aconteceu em nosso estudo.
Assim, a possivel ativacdo de LXR no tecido hepatico dos animais de G2 e
G3 pode ter contribuido para os efeitos observados neste estudo, o que
indica mais pesquisas levando-se em conta a mensuragdo da expressao

protéica ou génica deste fator nuclear.
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5- CONCLUSAO

Em conclusdo, o exercicio fisico aerdbio de intensidade leve e
moderada apresentou menores valores de lesao aterosclerdtica e este
resultado foi acompanhado com melhora no HDL sérico, no balango
oxidativo hepatico e da diminuigdo do percentual de gordura da carcacga,

sem alteracdes no nivel de CT sérico.
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CONSIDERACOES FINAIS GERAIS

A discussdo sobre a intensidade do exercicio aerobio ideal para
prevenir a aterosclerose ainda permanece em duvida. Porém, para o
tratamento da lesao aterosclerdtica observamos que no modelo animal
utilizado, tanto o exercicio de baixa quanto de moderada intensidade, foi
efetivo e apresentando menores area de lesdo e menor porcentagem de
area lesionada. Essa reducdo foi relacionada com o aumento da HDL-c
sérica, melhora do balanco oxidativo hepatico e diminuicdo do percentual de
gordura corporal.

Sao necessarios, porém, estudos que investiguem exercicios de alta
intensidade no tratamento e prevencao da aterosclerose e ainda, estudos
que investiguem os mecanismos moleculares de como o exercicio estimula

menores areas de lesdo aterosclerética.
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ANEXO 01: APROVAGAO DE COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL

CERTIFICADO

' A Comissio de Etica do DVT / UFV certifica que o processo n. ° 46 /
2008, intitulado “Intensidade do treinamento aerdbico e evolugdo da lesdo
aterosclerotica em camundongos knockout para o receptor de LDL,
previamente submetidos a dieta hipergipidica” esta de acordo com o
Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, com os Principios Eticos
na l’?xpcrimcnlagﬁo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
[xperimentagiao Animal (COBEA) e com a legislagdo vigente, tendo sido
aprovado por esta Comissdo em  29/12 /2008.
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named “Aerobic training intensity on atherosclerosis lesions evolution in LDL
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