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RESUMO 

 

RODRIGUES, Mayra Eugenio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril 
de 2013. Avaliação do treinamento físico com natação e o tratamento 
com nebivolol no processo aterosclerótico de camundongos apoE-/-. 
Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Coorientadores: Antônio 
José Natali e Clóvis Andrade Neves. 

 

A doença arterial aterosclerótica é uma das maiores causas de morte 

no mundo. Medidas farmacológicas e não farmacológicas, são terapias 

comumente utilizadas e associadas a um decréscimo na incidência de 

eventos cardiovasculares. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do 

treinamento físico com natação e o tratamento com nebivolol no processo da 

aterosclerose em camundongos adultos apoE-/-. Foram utilizados 28 

camundongos apoE-/- com 17 semanas de idade, submetidos a 6 semanas 

de treinamento com natação (60 min/sessão/dia, 5 dias/semana) e 

tratamento com 2,0 µmol/kg de peso corporal de nebivolol. Os animais foram 

divididos em 4 grupos: controle: apoE-/- sem medicamento e sem exercício 

(G1, n = 7); apoE-/- com medicamento e sem exercício (G2, n = 7); apoE-/- 

sem medicamento e com exercício (G3, n = 7); apoE-/- com medicamento e 

com exercício (G4, n = 7). O peso dos animais foi avaliado semanalmente. 

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados e o sangue coletado 

foi imediatamente centrifugado para obtenção do soro para análise do perfil 

lipídico e enzimas indicadoras de hepatotoxidade. A aorta, parte do fígado, 

rim e coração foram removidos, lavados em solução fisiológica, conservados 

em formol neutro a 10% (pH = 7,0) e após 24 horas transferidos para uma 

solução de 70% de etanol para as análises histopatológicas. Na aorta 

também foi realizada imunofluorescência. Fragmentos do fígado e do rim 

foram congelados e mantidos a -80ºC até a análise da atividade enzimática 

da catalase e superóxido dismutase. Os músculos sóleo e gastrocnêmio 

também foram congelados para análise da atividade da enzima citrato 

sintase. Não houve diferença estatística entre os grupos para 

desenvolvimento, perfil lipídico, aspartato aminotransferase e alanina 

aminotransferase, dessa forma os tratamentos não foram capazes de 

interferir nesses parâmetros. A fosfatase alcalina foi significativamente maior 
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nos grupos treinados, podendo ser indicativo de alteração do metabolismo 

ósseo. A estenose no lúmen da raiz aórtica foi menor no G2 em relação ao 

G1, demonstrando que o nebivolol foi capaz de inibir a progressão da placa. 

Nas análises histopatológicas do fígado tanto os grupos treinados quanto os 

tratados com medicamento apresentaram menor porcentagem de esteatose, 

indicando um papel importante dos tratamentos em prevenir o acúmulo de 

gordura hepática. No rim, os tratamentos não demonstraram alterações no 

número e área dos glomérulos. G1 e G4 apresentaram um percentual maior 

de colágeno total no coração que os grupos G2 e G3. Em relação à razão 

colágeno tipo I/III, não houve diferença significativa entre os grupos. A 

expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) na aorta do 

animais de todos os grupos ocorreu essencialmente na camada adventícia 

da artéria, sugerindo um processo inflamatório iniciado nesta camada. A 

atividade da catalase (CAT) no fígado foi significativamente inferior nos 

grupos treinados. Já a atividade da superóxido dismutase (SOD) do grupo 

G3 foi inferior em relação aos grupos não treinados. Não houve diferença 

significativa na atividade enzimática de SOD e CAT no rim. Este trabalho 

sugere que o protocolo de exercício proposto não alterou positivamente o 

processo aterosclerótico neste modelo animal, porém o nebivolol foi capaz 

de reduzir a área das lesões ateroscleróticas e o conteúdo de colágeno. A 

expressão da iNOS ocorreu na camada adventícia da artéria de todos os 

grupos. Além disso, tanto o medicamento quanto o exercício foram capazes 

de atuar de forma positiva, diminuindo o acúmulo de gordura no fígado, e o 

exercício atuou reduzindo a atividade antioxidante de SOD e CAT neste 

órgão nos grupos treinados. 
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ABSTRACT 

 

RODRIGUES, Mayra Eugenio, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
April, 2013. Assessment of swimming training and nebivolol treatment 
in atherosclerotic process of mice apoE-/-. Adviser: Maria do Carmo 
Gouveia Peluzio. Co-Advisers: Antônio José Natali and Clóvis Andrade 
Neves. 
 

Atherosclerosis is one of the major causes of worldwide death. 

Pharmacological and non-pharmacological treatments, are commonly 

therapies used and are associated with a decreased incidence of 

cardiovascular events. The aim of this study was to evaluate the effects of 

swimming training and nebivolol treatment in atherosclerosis process of adult 

mice apoE-/-. Twenty-eight apoE-/- mice at the age of 17 weeks were kept on 

a six weeks of swimming training (60 min / session / day, 5 days / week) and 

treated with 2.0 mmol / kg body weight of nebivolol. The animals were 

randomized to the following 4 groups: control: apoE-/- without drug and 

sedentary (G1, n = 7), apoE-/ - with drug and sedentary (G2, n = 7), apoE-/ - 

without drug and exercised (G3, n = 7), apoE-/ - with drug and exercised (G4, 

n = 7). Animals‟ weight was measured weekly. At the end of the experiment 

the animals were euthanized and blood was collected immediately and 

centrifuged to obtain serum for lipids and hepatotoxicity enzymes analysis. 

The aorta, liver, kidney and heart were removed, washed in saline, preserved 

in 10% neutral formalin (pH 7.0) and transferred after 24 hours to a solution 

of 70% ethanol for histological analysis. Liver and kidney fragments were 

frozen and kept at -80 °C until analysis of the catalase and superoxide 

dismutase enzymatic activity. The soleus and gastrocnemius muscles were 

also frozen for analysis of the citrate synthase activity. There was no 

statistical difference between groups for development, lipid profile, AST and 

ALT, thus treatments are not capable of interfering in these parameters. The 

ALP was significantly higher in trained groups, that can be indicative of bone 

metabolism change. The lumen stenosis of the aortic root was lower in G2 

compared to G1, demonstrating that nebivolol was able to inhibit the plaque 

progression. In histopathological analysis, the liver from trained groups and 

from drug treated groups showed a lower percentage of steatosis, indicating 
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an important role of treatments in preventing hepatic fat accumulation. In the 

kidney, the treatments showed no changes in the number and glomeruli area. 

G1 and G4 had a higher percentage of total collagen in the heart than G2 

and G3. Regarding collagen type I / III reason, there was no significant 

difference between groups. The expression of iNOS in the aorta of animals in 

all groups occurred primarily in the adventitia layer of the artery, suggesting 

an inflammatory process initiated in this layer. CAT activity in the liver was 

significantly lower in the trained groups. SOD activity in G3 group was lower 

compared to the untrained group. There was no significant difference in SOD 

and CAT enzymatic activity in the kidney. This study suggests that the 

proposed exercise protocol did not affect positively the atherosclerotic 

process in this animal model, but nebivolol reduce the area of atherosclerotic 

lesions and collagen content. iNOS expression occurred in the adventitia 

layer of the artery from all groups. Moreover, both drug as exercise were able 

to act positively, reducing fat accumulation in liver and exercise acted 

reducing SOD and CAT antioxidant activity in this organ in trained groups. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A aterosclerose é uma das principais causas de morte e de perda de 

anos de vida produtiva em todo o mundo (Libby et al., 2011). Caracteriza-se 

em uma doença inflamatória crônica da parede arterial e de origem 

multifatorial, ocorrendo em resposta à agressão endotelial, e acomete 

principalmente a camada íntima de artérias de médio e grande calibre 

(Sposito et al., 2007). 

Apesar dos avanços nas pesquisas sobre a doença, como também 

sobre a fisiopatologia da formação da lesão, muitas hipóteses foram 

formuladas envolvendo processos como a oxidação das lipoproteínas 

(Navab et al., 2004), inflamação (Berliner et al., 1995) e imunidade (Legein et 

al., 2013) associadas à gênese da aterosclerose humana. 

A compreensão da fisiopatologia da aterosclerose sugere que 

alterações da função endotelial podem desempenhar papel fundamental no 

desenvolvimento e progressão da doença e suas complicações clínicas 

(Libby et al., 2011).  

O endotélio é um regulador primordial da função vascular e é composto 

por uma monocamada de células que revestem os vasos sanguíneos 

(Fearon & Faux, 2009). A sua disfunção parece estar envolvida na 

aterosclerose, e favorece o desenvolvimento das alterações estruturais 

vasculares (Landmesser et al., 2004). Condições comuns que predispõem a 

formação da placa aterosclerótica, tais como elevação de lipoproteínas 

aterogênicas, hipertensão, diabetes e tabagismo, estão associados com 
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disfunção endotelial, levando a um fenótipo pró-inflamatório e pró-trombótico 

do endotélio (Landmesser et al., 2004;Sposito et al., 2007). 

Com o prejuízo na função do endotélio, ocorre um aumento da 

permeabilidade da camada íntima do vaso às lipoproteínas plasmáticas 

favorecendo a retenção das mesmas no espaço subendotelial, onde as 

partículas de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) são modificadas por 

oxidação ou atividade enzimática, agregando-se ao espaço extracelular da 

íntima e aumentando sua fagocitose pelos macrófagos (Rader & Daugherty, 

2008), processo chave no início da aterogênese. Essa ação oxidativa induz 

o surgimento de moléculas de adesão nas células endoteliais, facilitando a 

atração de linfócitos e monócítos, aprisionando-os e permitindo a sua 

transmigração através da camada endotelial para íntima subjacente (Fearon 

& Faux, 2009). Com a diferenciação de monócitos em macrófagos e 

aumento da absorção de lipoproteínas aterogênicas, ocorre o acúmulo de 

lipídios no subendotélio e geração das células espumosas, aparentando 

estrias gordurosas no vaso com lesão inicial (Rader & Daugherty, 2008). 

A progressão da lesão envolve a migração de células musculares lisas 

da média para a íntima, a proliferação de células musculares lisas da íntima, 

além da síntese aumentada de macromoléculas da matriz extracelular, como 

colágeno, elastina e proteoglicanos. Em lesões avançadas, com macrófagos 

formando a placa aterosclerótica e células musculares lisas que migraram, 

estas podem morrer e o lipídio extracelular derivado de células mortas pode 

se acumular na região central de uma placa, muitas vezes significando um 

núcleo lipídico ou necrótico (Tabas, 2010). Placas avançadas também 

contêm cristais de colesterol e microvasos. A complicação final da 
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aterosclerose é caracterizada pela trombose, um rompimento físico da placa 

aterosclerótica que se estende para dentro do lúmen do vaso, podendo 

impedir o fluxo sanguíneo (Libby et al., 2011). 

 Do mesmo modo, podem ocorrer mudanças estruturais e funcionais 

em diversos órgãos afetados pela doença. O desenvolvimento da 

aterosclerose e conseqüente produção de radicais livres estão associados a 

mudanças na arquitetura de vários órgãos, entre eles fígado e rins (Wu et 

al., 2007). Evidências crescentes indicam uma associação entre doença 

cardiovascular, aumento de gordura no fígado (Targher et al., 2010) e 

doença renal crônica (Foley & Collins, 2011). Além dos marcadores 

bioquímicos, a esteatose hepática tem sido questionada como um possível 

marcador da aterosclerose (Targher et al., 2006). 

Em condições patológicas, diferentes mediadores da resposta 

inflamatória como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento têm sido 

demonstrados envolvidos no desenvolvimento das lesões ateroscleróticas. 

Além destes eventos, os macrófagos também podem servir como fonte de 

outros mediadores inflamatórios que podem contribuir para a lesão tecidual 

nesta doença (Detmers et al., 2000). Um deles é a produção excessiva de 

óxido nítrico (NO), por um intervalo de tempo prolongado onde, a óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS), uma enzima de alto rendimento 

independente de Ca+2, induz a expressão do NO em uma ampla extensão de 

células e tecidos (MacMicking et al., 1997).  

Apesar da síntese aumentada de óxido nítrico produzido pela iNOS 

terem efeitos positivos, quantidades exacerbadas podem ter consequências 

prejudiciais ao combinar-se com o radical superóxido para formar 
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peroxinitrito, um aduto com capacidade de aumentar a oxidação (Beckman 

et al., 1990).  Assim, a disfunção na indução da expressão da iNOS parece 

estar envolvida na patofisiológica de diferentes doenças, inclusive como um 

agente pró-inflamatório promovendo a progressão da lesão aterosclerótica. 

Medidas farmacológicas e não farmacológicas relacionadas à mudança 

do estilo de vida são terapias comumente utilizadas.  

O exercício físico aeróbico tem sido recomendado como um tratamento 

auxiliar no controle da doença arterial coronariana visando estabilizar e até 

reduzir as placas ateroscleróticas, minimizando mudanças estruturais e 

funcionais nos órgãos afetados. Esta terapia melhora o perfil lipídico 

sanguíneo, diminuindo a concentração plasmática de trigliceridios e 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), aumentando a concentração de 

lipoproteína de alta densidade (HDL) (Kraus et al., 2002), e promovendo a 

saúde cardiovascular. Além disso, evidências sugerem que o exercício 

provavelmente aumenta o número de receptores que captam a LDL do 

plasma, resultando em menor exposição aos processos oxidativos (Nunes et 

al., 2010). Assim, o exercício regular está associado a modificações 

favoráveis nos fatores de risco cardiovasculares e afeta diretamente a 

atividade funcional do endotélio vascular. Estas alterações benéficas podem 

limitar o desenvolvimento da aterosclerose (Gleeson et al., 2011). 

O nebivolol é um antagonista altamente seletivo para o receptor beta 1 

da terceira geração de betabloqueadores, utilizado no tratamento da 

hipertensão. Este medicamento tem mostrado aumentar a biodisponibilidade 

de óxido nítrico derivado do endotélio e atenuar a ativação inflamatória de 

células endoteliais (Weiss, 2006), oferecendo uma combinação única de alta 
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seletividade de receptores beta-1 adrenérgicos no miocárdio humano e 

vasodilatação mediada por óxido nítrico (Kamp et al., 2010). O nebivolol é 

bem absorvido após administração oral, não é afetado pela alimentação, 

sexo, idade ou peso corporal, suas concentrações plasmáticas máximas são 

atingidas entre 30 minutos e duas horas, atingindo um stead-state em 24 

horas e sendo metabolizado pelo fígado (Cheymol et al., 1997;McNeely & 

Goa, 1999). Além disso, tem sido considerado um medicamento mais 

potente que outros anti-hipertensivos da mesma classe. Tal fato é 

demonstrado em diversos estudos que relatam resultados positivos, em 

indivíduos hipertensos, como diminuição da pressão arterial, frequencia 

cardíaca e resistencia vascular, melhora da função sistólica e diasttólica, 

redução do estresse oxidativo, índice de resistência à insulina e níveis 

plasmáticos de P-selectina (Celik et al., 2006;Kamp et al., 2010;Moen & 

Wagstaff, 2006;Pasini et al., 2005). Apesar de ser um anti-hipertensivo, este 

medicamento tem mostrado atenuar a aterogênese em camundongos 

modificados geneticamente (Kus et al., 2009), podendo ser uma terapia 

eficaz no controle da lesão aterosclerótica. 

Como forma de verificar os efeitos de diferentes tratamentos sobre as 

lesões ateroscleróticas, modelos animais como o camundongo, tornam-se 

útil, econômico, e válido para o estudo e investigação dessas abordagens 

terapêuticas. A utilização dos modelos que desenvolvem lesões 

ateroscleróticas espontaneamente, como camundongos que possuem um 

gene deletado para a apolipoproteína E (apoE-/-), auxiliam na evolução das 

pesquisas. Este modelo possui o mesmo conjunto de genes que controlam o 

metabolismo de lipoproteínas (Hofker, 1998) e as lesões ateroscleróticas 
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desenvolvidas neste animal se assemelham as lesões humanas (Xiangdong 

et al., 2011). 

Neste contexto, pesquisas devem ser conduzidas com enfoque voltado 

para situações que ocorrem no cotidiano dos indivíduos suscetíveis às 

doenças crônicas, como a aterosclerose. Atualmente, não existem pesquisas 

abordando a combinação do tratamento com nebivolol e exercício físico de 

natação como possíveis moduladores do processo aterogênico, tornando-se 

inédito o trabalho que propusemos. O uso destes agentes pode ser uma 

ferramenta útil como foco terapêutico em vários processos inflamatórios. 

Portanto, o presente estudo teve como objetivo determinar o efeito do 

treinamento físico com natação e o tratamento com nebivolol sobre alguns 

parâmetros na aorta, fígado, rim e coração de camundongos apoE-/-. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.  Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos do treinamento físico com natação e o tratamento com 

nebivolol no processo da aterosclerose em camundongos adultos apoE-/-. 

 

2.2.  Objetivos Específicos 

 Avaliar o efeito dos tratamentos na massa corporal e índice 

hepatossomático dos animais; 

 Avaliar o efeito dos tratamentos no perfil lipídico dos animais; 

 Verificar possíveis associações entre o treinamento de natação e as 

lesões ateroscleróticas; 

 Verificar se o tratamento com nebivolol é capaz de alterar as lesões 

na raiz aórtica; 

 Avaliar possíveis efeitos da associação do treinamento com natação 

com o tratamento com nebivolol nas lesões; 

 Avaliar o efeito dos tratamentos nas enzimas indicadoras de 

hepatotoxidade dos animais; 

 Analisar a histopatologia do fígado, rim e coração dos animais 

tratados; 

 Avaliar a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 

na aorta dos animais tratados; 

 Avaliar o potencial antioxidante do treinamento físico e do nebivolol 

sobre o fígado e rins dos animais. 

 



 8 

3. METODOLOGIA GERAL 

 

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Nutrição 

Experimental e Bioquímica da Nutrição (DNS/UFV), Laboratório de Análises 

Clínicas (DSA/UFV), Laboratório de Biologia Celular e Estrutura (DBG/UFV) 

e Laboratório de Associação de Micorrizas (DMB/UFV) da Universidade 

Federal de Viçosa, Viçosa-MG. 

 

3.1.  Aspectos éticos 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), processo nº 101/2011. O 

experimento foi conduzido em conformidade com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal – CONCEA (2009). 

 

3.2.  Animais de experimentação e tratamentos 

Foram utilizados 28 camundongos machos adultos da linhagem Mus 

Musculus knockout para o gene da apolipoproteína E (apoE-/-), com 17 

semanas de idade, provenientes do Laboratório de Nutrição Experimental do 

Departamento de Nutrição e Saúde da Universidade Federal de Viçosa, com 

peso médio inicial de 26,58 ± 2,18 g. Os animais foram distribuídos em 

grupos experimentais e alojados em gaiolas coletivas de polipropileno de 30 

x 20 x 13 cm de largura, comprimento e altura, respectivamente, e 

equipadas individualmente com comedouro e bebedouro, onde foram 

disponibilizados água e ração comercial (Nuvilab) ad libitum. As gaiolas 

alocaram o máximo de 5 animais, submetidos a um regime de luminosidade 
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de 12 horas claro/ 12 horas escuro, com condições ambientais no interior da 

sala experimental monitoradas diariamente, mantendo uma temperatura 

média de 23 ± 2 ºC durante todo o experimento até completarem a idade de 

23 semanas. O peso dos animais foi monitorado semanalmente (balança 

digital M2K, Marte Slim). 

Vinte e oito camundongos apoE-/- foram distribuídos em um 

delineamento experimental inteiramente casualizado composto de quatro 

tratamentos, assim subdivididos: 

  apoE-/- sem medicamento e sem exercício (G1, n = 7); 

  apoE-/- com medicamento e sem exercício (G2, n = 7); 

  apoE-/- sem medicamento e com exercício (G3, n = 7); 

  apoE-/- com medicamento e com exercício (G4, n = 7); 

 

3.3.  Protocolo de exercício físico 

Os grupos experimentais G3 e G4 foram submetidos a um programa 

progressivo de natação de moderada intensidade (adaptado de Pellegrin et 

al., 2009a). A progressão do treinamento encontra-se detalhada na tabela 1. 

Resumidamente, a natação foi realizada pela manhã, entre 07 e 09 h. 

Consistia em um período de treinamento de 60 minutos por dia, 05 dias por 

semana, 01 sessão por dia, com a água mantida constantemente entre 30 e 

33°C. Os animais foram treinados progressivamente, iniciando com 10 

minutos de treino no primeiro dia, seguido de um acréscimo diário de 5 

minutos até o quinto dia. Na semana seguinte, os animais iniciaram o 

treinamento com 40 minutos no primeiro dia, seguido de um acréscimo de 10 

minutos até o terceiro dia, onde alcançaram a meta de 60 minutos diários. 
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Após as sessões os animais eram cuidadosamente secos. O programa de 

exercício foi realizado em um recipiente circular com 60 cm de diâmetro e 25 

cm de profundidade. 

 

Tabela 1. Programa progressivo de natação para camundongos apoE-/-.  

 Seg Ter Qua Qui Sex 

Adaptação 10‟ 15‟ 20‟ 25‟ 30‟ 

1ª Semana 40‟ 50‟ 60„ 60‟ 60‟ 

2ª Semana 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 

3ª Semana 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 

4ª Semana 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 

5ª Semana 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 60‟ 

 

 

3.4.  Tratamento Medicamentoso 

A administração do medicamento ocorreu por via oral por meio do 

método de gavagem. Nos grupos experimentais G2 e G4 foi administrada 

uma dose de 2,0 µmol / kg de peso corporal por dia de cloridrato de 

nebivolol (Nebilet® 5mg, BIOLAB) diluído em água destilada (Kus et al., 

2009;Ozben et al., 2009). Os grupos G1 e G3 receberam a mesma dosagem 

de solução fisiológica.  

 

3.5.  Determinação do desenvolvimento dos animais 

3.5.1. Massa corporal  

Ao inicio de cada semana, os animais eram pesados para obtenção da 

massa corporal a fim de acompanhara evolução de cada grupo 

experimental.  
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3.5.2. Índice hepatossomático 

 Dados da massa do fígado foram obtidos e expressos como uma 

porcentagem da massa corporal ((massa fígado em gramas/ massa 

corporal) *100). 

 

3.6.  Eutanásia e Dissecação dos Órgãos 

Na 23ª semana de vida os animais foram submetidos ao jejum de 12h, 

e eutanasiados por inalação de CO2. Os grupos exercitados sofreram a 

eutanásia 48 horas após a última sessão de exercício. Foram coletadas 

amostras de sangue, removidas por punção na aorta abdominal e 

imediatamente centrifugado a 3000 rpm, por 10 minutos à 4ºC. O soro foi 

retirado e armazenado à -80ºC. 

Parte do fígado, o rim direito, a aorta e o coração de cada animal foram 

lavados em solução tampão fosfato-salino (PBS), em seguida, fixados em 

formol neutro a 10% (pH 7,0) e após 24 horas transferidos para uma solução 

de 70% de etanol até a análise histopatológica. 

O restante do fígado, o rim esquerdo, os músculos sóleo e 

gastrocnêmio foram também removidos e mantidos a -80 ºC até a análise. 

 

3.7.  Determinação dos níveis de lipídios plasmáticos 

Os níveis de Colesterol total (CT), Lipoproteínas de alta densidade 

(HDL) e Triacilglicerol (TAG) foram determinados por meio de kits comerciais 

(BIOCLIN, Quibasa Quimica Básica Ltda.) por método enzimático 

colorimétrico e analisador automático (Cobas Mira Plus, Roche Diagnostic 

System) pelo Laboratório de análises Clínicas da Divisão de Saúde/UFV. 
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3.8.  Análises das Enzimas Indicadoras de Hepatotoxicidade 

Os níveis de Aspartato aminotrasferase (AST), Alanina aminotrasferase 

(ALT) e Fosfatase alcalina (FA) foram determinados através de kits 

comerciais (BIOCLIN, Quibasa Quimica Básica Ltda.) por método cinético 

colorimétrico e analisador automático (Cobas Mira Plus, Roche Diagnostic 

System) pelo Laboratório de Análises Clínicas da Divisão de Saúde/UFV. 

 

3.9.  Inclusão em Resina do Figado e Rim 

Para as avaliações histológicas, os fragmentos de fígado e rim foram 

desidratados gradativamente em concentrações crescentes de álcool etílico 

(70%, 80%, 95% e 100%), com trocas a cada 30 minutos, em seguida foram 

infiltrados e posteriormente incluídos em resina (Historesin, Leica). 

Secções transversais e longitudinais de 3 μm de espessura foram obtidas 

em micrótomo rotativo automático (RM2155, Leica) com navalhas de vidro. 

 

3.10. Inclusão em Parafina do Coração e Aorta 

O coração foi seccionado transversalmente no meio, com a finalidade 

de isolar os ventrículos. A aorta de cada animal, destinadas à análise 

histológica e de imunofluorescência, foi desacoplada do coração e limpa, 

sendo retirados os tecidos conjuntivos e os gordurosos associados à parte 

externa da artéria. Os tecidos foram desidratados gradativamente em 

concentrações crescentes de álcool etílico (70%, 80%, 90%, 100%) com 

trocas a cada 60 minutos. Em seguida os fragmentos foram diafanizados em 

xilol (álcool+xilol, xilol I, xilol II e xilol lll) com trocas a cada 60 minutos, 

incluídos e emblocados em parafina. Secções transversais de 7 μm de 
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espessura foram obtidas em micrótomo rotativo (CUT 4055, Olympus 

America Inc.) com navalhas de aço. 

 

3.11. Captura de Imagens 

 Foram obtidas imagens das secções coradas utilizando-se o 

microscópio de luz (BX-50, Olympus), e câmara digital de captura (QColor-3, 

Olympus) acoplada a um sistema computadorizado (Q-Capture Pro 6.0) do 

Laboratório de Associação de Micorrizas do Departamento de Microbiologia 

da UFV. 

 

3.12. Análise histopatológica e morfometria da aorta 

Foram montadas duas lâminas histológicas por animal, cada uma 

contendo cinco cortes separados por no mínimo 28 μm. As lâminas foram 

coradas com Tricrômico de Masson (modificado por Mallory; Tolosa et al., 

2003), montadas com Entellan® (Merck, Alemanha) e observadas em 

microscópio de luz. Na região da raiz aórtica, caracterizada pela presença da 

valva aórtica, cinco imagens de cada animal foram capturadas (objetiva de 

4x) e selecionadas para análise morfométrica e quantitativa. 

Através das imagens foram feitas avaliações morfométricas da aorta 

quanto a área da luz e a extensão das lesões ateroscleróticas, medidas em 

cada secção utilizando um software de análise de imagem computadorizada 

(Image-Pro Plus versão 4.5; Media Cybernetics, Sarasota, Florida, EUA). Em 

cada secção a área relativa da placa (estenose luminal) foi determinada 

como percentagem de área da lesão por área da luz. Para estas medidas 

morfométricas foi utilizado o protocolo adaptado de Kadoglou et al. (2011). 
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3.13. Análise morfométrica do coração 

Foram montadas duas lâminas histológicas por animal, contendo seis 

cortes cada. As lâminas foram coradas com picrosirius red (Junqueira et al., 

1979), montadas com Entellan® (Merck,Alemanha) e observadas em 

microscópiode luz com filtros de polarização. Na região do ventrículo 

esquerdo três imagens de cada animal foram capturadas (objetiva de 10x) e 

selecionadas para análise morfométrica. 

A quantificação do colágeno presente nos campos histológicos foi 

realizada utilizando-se o aplicativo Image-Pro Plus® versão 4.5 (Media 

Cybernetics). Padronizou-se a sobreposição de uma matriz quadrada padrão 

(21 linhas x 21 colunas) nos campos fotografados, e foram contabilizados 

apenas o colágeno coincidente com as interseções (Figura 1). As fibras que 

sob a luz polarizada apresentavam coloração amarela, laranja ou vermelha 

foram consideradas colágeno tipo I, enquanto as que apresentaram cor 

verde foram consideradas colágeno tipo III (Junqueira et al., 1978). A 

quantificação do colágeno foi expressa em percentagem de área ocupada. 
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Figura 1: Fotomicrografia de secção histológica do coração de camundongo 
apoE-/- com sobreposição de uma matriz quadrada padrão. 
Apenas o colágeno coincidente com as interseções foi contabilizado. A seta 
branca indica o colágeno tipo I e a seta amarela indica o colágeno tipo III. 
Coloração picrosirius red para colágeno. Barra = 40 μm. 
 

3.14. Análise histopatológica e morfometria do fígado 

Foram montadas quatro lâminas histológicas por animal, contendo 10 

cortes cada. As lâminas foram coradas com Azul de Toluidina/Borato de 

Sódio 1% (Bancroft & Gamble, 2007), montadas com Entellan® (Merck, 

Alemanha) e observadas em microscópio de luz. Foram capturadas dez 

imagens de cada animal (objetiva de 40x), selecionadas para análise 

morfométrica. 

A quantificação da deposição lipídica presente nos campos histológicos 

foi realizada utilizando-se o aplicativo Image-Pro Plus® versão 4.5 (Media 

Cybernetics). Padronizou-se a sobreposição de uma matriz quadrada padrão 

(41 linhas x 41 colunas) nos campos fotografados, e foram contabilizadas 

apenas as gotículas lipídicas coincidentes com as interseções (Figura 2). A 
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deposição lipídica nos hepatócitos foi expressa em percentagem de área 

ocupada. 

 

 

Figura 2: Fotomicrografia de secção histológica do fígado de camundongo 
apoE-/- com sobreposição de uma matriz quadrada padrão.  
Apenas as gotículas lipídicas coincidentes com as interseções foram 
contabilizadas. Coloração azul de toluidina/borato de sódio 1%. Barra = 20 
μm 
 

3.15. Análise histopatológica e morfometria do rim 

Para a análise histológica do rim, foram montadas quatro lâminas 

histológicas por animal, contendo 10 cortes cada. As lâminas foram coradas 

com Azul de Toluidina/Borato de Sódio 1% (Bancroft & Gamble, 2007), 

montadas com Entellan® (Merck, Alemanha) e observadas em microscópio 

de luz. Foram capturadas dez imagens de cada animal (objetiva de 20x), 

selecionadas para análise morfométrica. 

Através das imagens foi quantificado o número de glomérulos e a área 

de cada glomérulo por campo histológico, pelo software Image-Pro Plus® 

versão 4.5 (Media Cybernetics). 
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3.16. Imunofluorescência para detecção de óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS). 

Inicialmente foram montadas duas lâminas histológicas por animal. 

Para tanto, utilizou-se lâminas revestidas com adesivo especial que 

melhoraram a aderência do tecido a esta placa de vidro (ImmunoSlide, EP-

51-30185, Erviegas Instrumental Cirúrgico Ltda.). Cada lâmina continha seis 

cortes da aorta, sendo dois deles utilizados como controle. Foi realizada a 

desparafinização e reidratação das secções seguida de recuperação 

antigênica, durante 60 minutos (temperatura de 97,5°C) em solução de 

EDTA pH: 8.0.  Nesta etapa, mesmo com a utilização de immunoslide, houve 

perda de muitos cortes. Após o retorno à temperatura ambiente os cortes 

foram lavados e permeabilizados 2 vezes de 5 minutos com PBS 0,1M 

contendo 1% Tween 20 (PBST1%) e bloqueados durante 25 minutos com 

solução de leite em pó 1% (MOLICO® desnatado, Nestlé Brasil Ltda.) diluído 

em água destilada. Os cortes foram novamente permeabilizados e lavadas 2 

vezes de 5 minutos com PBST1%. Sobre cada corte foi adiciona 10 μl de 

anticorpo primário anti-iNOS (NOS2; H-174) na diluição 1:100 (IgG policlonal 

de coelho, sc-8310, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), permanecendo 

overnihgt em câmara úmida escura à 4ºC. Nos cortes controle, foi 

adicionado PBS em substituição ao anticorpo primário. As secções foram 

novamente permeabilizadas e lavadas 2 vezes de 5 minutos com PBST1%. 

Em seguida foi adicionado em cada corte 10 μl do anticorpo secundário 

conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceína) na mesma diluição (IgG 

de cabra anti-coelho; sc-2012, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), 

permanecendo sob as mesmas condições anteriores. Os cortes foram 
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novamente lavados 2 vezes de 5 minutos com PBS e as lâminas foram 

montadas utilizando meio de montagem contendo DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) para coloração dos núcleos (Ultra Cruz Mounting Medium, sc-

24941 Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 

Como controle positivo, um animal apoE-/- foi injetado com 

lipopolissacarídeo (LPS de Escherichia coli) na dose de 2,5 mg/Kg de peso 

corporal através de injeção intraperitoneal. O animal foi sacrificado após 2 

dias e a aorta coletada e processada conforme a mesma metodologia 

descrita nesta seção (Dias et al., 2010).  

A fluorescência foi visualizada em microscópio de fluorescência (BX-

50, Olympus), utilizando-se os filtros apropriados. As imagens foram 

digitalizadas e analisadas com o auxílio dos softwares citados anteriormente. 

 

3.17. Determinação das Atividades Enzimáticas 

3.17.1. Citrato Sintase (CS) 

Visando comprovar o condicionamento físico e adaptação ao exercício, 

a atividade da CS foi determinada no músculo sóleo e gastrocnêmico 

segundo Srere (1969). O método consiste na medida do grupo tiol (SH) pelo 

uso de 5‟5-dithiobis-(2-nitrobenzoato)(DTNB).  

Resumidamente, o tecido foi homogeneizado em PBS e a suspensão 

resultante foi centrifugada por 15 minutos a 12000 g. O sobrenadante foi 

retirado para mensurar a atividade enzimática. O procedimento iniciou-se 

pela combinação, em uma cubeta, de 10 µl da amostra, 100 µl de DTNB 

(1mM de DTNB em 1M Tris-HCl pH 8,1), 810 µl de tampão (1mM de EDTA, 

Triton X-100 a 0,05%) e 30 µl de Acetil-CoA. A reação da citrato sintase 
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começa com a adição de 50 µl de oxaloacetato. As reações foram realizadas 

a 37ºC durante 3 min, e a absorvância foi lida a 412 nm em um 

espectrofotômetro de detecção do ultravioleta. A atividade da CS foi 

calculada e os dados relatados como micromoles por minuto por miligrama 

de proteína. A dosagem de proteína nos homogenatos foi realizada pelo 

método de Lowry et al. (1951). 

 

3.17.2. Catalase (CAT) 

Para determinar a atividade da CAT, o tecido hepático (100 mg) foi 

homogeneizado em tampão fosfato 50 mmol.L-1 e a suspensão resultante foi 

centrifugada à 3000g à 4ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado 

para mensuração da atividade enzimática. A atividade da catalase foi 

determinada pela taxa de decaimento do peróxido de hidrogênio (10 mmol.L-

1) lido em espectrofotômetro a 240 nm, segundo metodologia de Aebi (1984). 

A dosagem de proteína nos homogenatos foi realizada por meio do método 

de Lowry et al. (1951) e os resultados foram expressos em U CAT por 

miligrama de proteína. O mesmo procedimento foi realizando para o tecido 

renal. 

 

3.17.3. Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi determinada, segundo Dieterich et al. (2000). A 

metodologia baseia-se na capacidade desta enzima em catalisar a reação 

do superóxido O2
- à peróxido de hidrogênio, diminuindo assim a razão de 

auto-oxidação do pirogalol. Basicamente, os tecidos foram homogeneizados 

em tampão glicina (50 mmol.L-1, pH 10,1) e a atividade enzimática foi 
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estimada (triplicata) pela inibição da auto-oxidação 

espectrofotometricamente (480nm). A dosagem de proteína nos 

homogenatos foi realizada por meio do método de Lowroy et al. (1951) e os 

resultados expressos U SOD por miligrama de proteína. O mesmo 

procedimento foi realizando para o tecido renal. 

 

3.18. Análise estatística 

As variáveis estudadas foram submetidas ao teste de normalidade 

(Shapiro-wilk) e posteriormente à análise de variância. As comparações 

entre três ou mais grupos independentes foram realizadas por análise de 

variância (ANOVA), para dados com distribuição normal, e pelo teste não 

paramétrico de Kruskal Wallis, para os dados sem distribuição normal. 

Quando houve diferença estatística, utilizou-se o teste de comparação 

múltipla de Tukey para os dados paramétricos ou de Dunn, para os dados 

não paramétricos, para detectar as diferenças entre os grupos. O Teste t foi 

utilizado em situações que foram comparadas dois grupos independentes. 

Foi utilizado o programa SigmaPlot®, versão 11.0 (Systat Software, Inc.), 

para análise estatística e representação dos dados.  O valor de p foi fixado 

em até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas 

comparações. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. 
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4. CAPÍTULO I: Histopatologia de fígado, rim e coração de 

camundongos apoE-/- tratados com nebivolol e exercitados 

aerobicamente.  

 

4.1. Resumo 

Objetivo: avaliar se o exercício físico com natação associado ao nebivolol 
podem influenciar em alterações estruturais no fígado, rins e coração de 
camundongos apo E-/-.  
Métodos: Vinte e oito camundongos apoE-/- com 17 semanas de idade, 
foram submetidos a 6 semanas de treinamento com natação (60 
min/sessão/dia, 5 dias/semana) e tratamento com 2,0 µmol/kg de peso 
corporal de nebivolol. Os animais foram divididos em 4 grupos: controle: 
apoE-/- sem medicamento e sem exercício (G1, n = 7); apoE-/- com 
medicamento e sem exercício (G2, n = 7); apoE-/- sem medicamento e com 
exercício (G3, n = 7); apoE-/- com medicamento e com exercício (G4, n = 7). 
O peso dos animais foi avaliado semanalmente. Ao final do experimento os 
animais sofreram eutanásia e foram coletados o fígado, o rim e o coração. 
Os órgãos foram lavados em solução fisiológica e conservados em formol 
neutro a 10% (pH = 7,0) e após 24 horas transferidos para uma solução de 
70% de etanol para as análises histopatológicas. O sangue foi coleta para 
análise do perfil lipídico e enzimas indicadoras de hepatotoxidade. 
Resultados: Não houve diferença estatística entre os grupos quanto a 
massa corporal e do fígado, perfil lipídico, AST e ALT. A FA foi 
significativamente maior nos grupos treinados. Nas análises histopatológicas 
do fígado tanto os grupos treinados quanto os tratados com medicamento 
apresentaram menor porcentagem de esteatose. No rim os tratamentos não 
demonstraram alterações no número e área dos glomérulos. G1 e G4 
apresentaram um percentual maior de colágeno total que os grupos G2 e 
G3. Em relação à razão colágeno tipo I/III, não houve diferença significativa 
entre os grupos. 
Conclusão: Apenas o nebivolol foi capaz de reduzir o conteúdo de 
colágeno. Além disso, tanto o medicamento quanto o exercício foram 
capazes de atuar de forma positiva, reduzindo o acúmulo de gordura no 
fígado.  
 

Palavras-chave: aterosclerose, exercício, medicamento 
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Histopathology of liver, kidney and heart in mice apoE-/- treated with 

nebivolol and aerobic exercise. 

 

4.2. Abstract 

 
Purpose: Evaluate whether swimming training  associate to nebivolol may 
influence structural changes in liver, kidney and heart in mice apo E-/-.  
Methods: Twenty-eight apoE-/- mice at the age of 17 weeks were kept on a 
six weeks of swimming training (60 min / session / day, 5 days / week) and 
treated with 2.0 mmol / kg body weight of nebivolol. The animals were 
randomized to the following 4 groups: control: apoE-/- without drug and 
sedentary (G1, n = 7), apoE-/- with drug and sedentary (G2, n = 7), apoE-/- 
without drug and exercised (G3, n = 7), apoE-/- with drug and exercised (G4, 
n = 7). Animals‟ weight was measured weekly. At the end of the experiment 
the animals were euthanized and liver, kidney and heart were collected. The 
organs were washed in saline, preserved in 10% neutral formalin (pH 7.0) 
and transferred after 24 hours to a solution of 70% ethanol for histological 
analysis. Blood was collected immediately and centrifuged to obtain serum 
for lipids and hepatotoxicity enzymes analysis. 
Results: There was no statistical difference between groups for evolution, 
lipid profile, AST and ALT. The ALP was significantly higher in trained 
groups. In histopathological analysis, the liver from trained groups and from 
drug treated groups showed a lower percentage of steatosis. In the kidney, 
the treatments showed no changes in the number and glomeruli area. G1 
and G4 had a higher percentage of total collagen in the heart than G2 and 
G3. Regarding collagen type I / III reason, there was no significant difference 
between groups.  
Conclusion: Only nebivolol was capable of reducing collagen content. 
Moreover, both the drug as the exercise were able to act positively, reducing 
fat accumulation in the liver. 
 
Key words: atherosclerosis, exercise, nebivolol 
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4.3. Introdução 

A aterosclerose tem impacto indiscutível na mortalidade e morbidade 

de milhões de indivíduos em países desenvolvidos e em desenvolvimento, 

dentre os quais o Brasil (Sposito et al., 2007). O desenvolvimento da 

aterosclerose e conseqüente produção de radicais livres estão associados a 

mudanças estruturais e funcionais em diversos órgãos afetados pela 

doença, entre eles fígado, rins e coração (Wu et al., 2007). Apesar dos 

avanços nas pesquisas envolvendo esta doença, os mecanismos 

responsáveis pela prevenção, controle e seu tratamento ainda precisam ser 

mais investigados. 

O nebivolol é um antagonista beta 1-seletivo, que tem mostrado 

aumentar a biodisponibilidade de óxido nítrico derivado do endotélio e 

atenuar a ativação inflamatória de células endoteliais (Weiss, 2006). 

Pesquisas em modelo animal para aterosclerose têm mostrado que este 

medicamento atenua a aterogênese (Kus et al., 2009), podendo ser uma 

terapia eficaz no controle da lesão aterosclerótica. 

A prática regular de exercícios físicos desempenha um papel no 

controle dos fatores de risco para doenças cardiovasculares e seu efeito 

benéfico tem sido demonstrado em diversos estudos (Fukao et al., 

2010;Kadoglou et al., 2011;Pellegrin et al., 2009a;Pellegrin et al., 2009b). 

Apesar da evidência que o exercício físico apresenta efeitos na redução e 

diminuição da evolução e estabilização das placas ateroscleróticas (Fukao et 

al., 2010), informações relacionadas a locais diferentes dos vasos ainda são 

limitadas. 
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A utilização dos modelos que desenvolvem lesões ateroscleróticas 

espontaneamente, como camundongos que possuem um gene deletado 

para a apolipoproteína E (apoE-/-), auxiliam na evolução das pesquisas. 

Assim, este modelo animal torna-se um importante instrumento para ampliar 

o conhecimento sobre os efeitos do exercício físico regular e de 

medicamentos sobre lesões ateroscleróticas de camundongos apoE-/-.  

Existe uma lacuna na literatura quanto ao uso do nebivolol associado 

ao exercício físico no controle das doenças cardiovasculares. Dessa forma, 

objetivou-se neste estudo, avaliar o efeito do nebivolol e do treinamento 

físico no processo de regressão da placa aterosclerótica e sua ação no 

fígado, coração e rins de camundongos adultos apoE-/-. 

 

4.4. Metodologia 

 

4.4.1. Animais e protocolo de experimentação 

Camundongos machos adultos da linhagem Mus Musculus apoE-/-, com 

17 semanas de idade, foram obtidos do  Laboratório de Nutrição 

Experimental do Departamento de Nutrição e Saúde (Universidade Federal 

de Viçosa, Brasil). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Viçosa, processo nº 101/2011. Os 

animais foram submetidos a um regime de luminosidade de 12 horas claro/ 

12 horas escuro, em ambiente climatizado (23 ± 2 ºC), com acesso à dieta e 

água ad libitum durante todo o experimento até completarem a idade de 23 

semanas. Vinte e oito camundongos apoE-/- foram distribuídos em um 

delineamento experimental inteiramente casualizado composto de quatro 
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tratamentos: controle: apoE-/- sem medicamento e sem exercício (G1, n = 7); 

apoE-/- com medicamento e sem exercício (G2, n = 7); apoE-/- sem 

medicamento e com exercício (G3, n = 7); apoE-/- com medicamento e com 

exercício (G4, n =7).  

 

4.4.2. Protocolo de exercício físico 

Os grupos exercitados foram submetidos a um programa progressivo 

de natação de moderada intensidade (Pellegrin et al., 2009a). A natação foi 

realizada pela manhã, entre 07 e 09 h. Consistia em um período de 

treinamento de 60 minutos por dia, 05 dias por semana, 01 sessão por dia, 

com a água mantida constantemente entre 30 e 33°C. Os animais foram 

treinados progressivamente, iniciando com 10 minutos de treino no primeiro 

dia, seguido de um acréscimo diário de 5 minutos até o quinto dia.  Na 

semana seguinte os animais iniciaram o treinamento com 40 minutos no 

primeiro dia, seguido de um acréscimo de 10 minutos até o terceiro dia, onde 

alcançaram a meta de 60 minutos diários. Após as sessões os animais 

foram cuidadosamente secos.  

 

4.4.3. Tratamento Medicamentoso 

Os grupos tratados com medicamento receberam por via oral 

(gavagem) uma dose de 2,0 µmol/kg de peso corporal por dia de cloridrato 

de nebivolol (Nebilet® 5mg, BIOLAB) diluído em água destilada (Kus et al., 

2009;Ozben et al., 2009). Os grupos G1 e G3 receberam a mesma dosagem 

de solução fisiológica.  
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4.4.4. Determinação do desenvolvimento dos animais 

 Massa corporal  

Ao inicio de cada semana, os animais foram pesados para obtenção da 

massa corporal a fim de acompanhar a evolução de cada grupo 

experimental.  

 

 Índice hepatossomático (IH) 

Dados da massa do fígado foram obtidos e expressos como uma 

porcentagem da massa corporal ((massa fígado em gramas/ massa corporal 

em gramas) *100). 

 

4.4.5. Preparação dos tecidos 

Na 23ª semana de vida os animais foram submetidos ao jejum de 12h, 

e eutanasiados por inalação de CO2. Os grupos exercitados sofreram a 

eutanásia 48 horas após a última sessão de exercício. Foram coletadas 

amostras de sangue, removidas por punção na aorta abdominal e 

imediatamente centrifugado a 3000 rpm, por 10 minutos à 4ºC. O soro foi 

retirado e armazenado à -80ºC. 

Fragmentos do lóbulo caudado do fígado, rim e o coração de cada 

animal foram lavados em solução tampão fosfato-salino (PBS), em seguida, 

fixados em formol neutro a 10% (pH 7,0) e após 24 horas transferidos para 

uma solução de 70% de etanol. Tecidos fixados do fígado e rim foram 

incluídos em resina enquanto o coração foi incluído em parafina. Após o 

processamento, o material foi seccionado em micrótomo rotativo. 
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Os músculos sóleo e gastrocnêmio também foram removidos e 

mantidos a -80ºC para a análise da atividade enzimática da citrato sintase 

(Srere, 1969), visando avaliar o condicionamento físico e adaptação ao 

exercício. 

 

4.4.6. Histologia do fígado e do rim 

Fragmentos do fígado e rim incluídos em resina foram cortados em 3 

μm de espessura coradas com Azul de Toluidina/Borato de Sódio 1% 

(Bancroft & Gamble, 2007), as lâminas foram montadas com Entellan® 

(Merck, Alemanha) e observadas em microscópio de luz (BX-50, Olympus).  

Para análise do fígado, foram capturadas dez imagens de cada animal 

(objetiva de 40x), através de câmara digital de captura (QColor-3, Olympus) 

acoplada a um sistema computadorizado (Q-Capture Pro 6.0). A 

quantificação da deposição lipídica presente nos campos histológicos foi 

realizada utilizando-se o aplicativo Image-Pro Plus® versão 4.5 (Media 

Cybernetics). Padronizou-se a sobreposição de uma matriz quadrada padrão 

(41 linhas x 41 colunas) nos campos fotografados, e foram contabilizadas 

apenas as gotículas lipídicas coincidentes com as interseções.  A deposição 

lipídica nos hepatócitos foi expressa em percentagem de área ocupada. 

O mesmo procedimento histológico foi feito para o rim, e as imagens 

capturas utilizando objetiva de 20x para análise morfométrica. Através das 

imagens foi quantificado o número de glomérulos e a área de cada 

glomérulo por campo histológico, utilizando o mesmo software. 
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4.4.7. Histologia do coração 

O coração foi seccionado transversalmente no meio, com a finalidade 

de isolar os ventrículos. Os fragmentos foram incluídos em parafina, 

cortados em 7 μm de espessura, corados com picrosirius red (Junqueira et 

al., 1979), as lâminas montadas com Entellan® (Merck, Alemanha) e 

observadas em microscópio de luz com filtros de polarização. Na região do 

ventrículo esquerdo três imagens de cada animal foram capturadas (objetiva 

de 10x). 

Para a quantificação do colágeno, padronizou-se a sobreposição de 

uma matriz quadrada padrão (21 linhas x 21 colunas) nos campos 

fotografados, e foi contabilizado apenas o colágeno coincidente com as 

interseções.  As fibras que sob a luz polarizada apresentavam coloração 

amarela, laranja ou vermelho foram consideradas colágeno tipo I, enquanto 

as que apresentavam cor verde foi considerado colágeno tipo III (Junqueira 

et al., 1978). Os resultados foram expressos em percentagem de área 

ocupada. 

 

4.4.8. Determinação dos níveis de lipídios no soro 

Os níveis de Colesterol total (CT), Lipoproteínas de alta densidade 

(HDL) e Triacilglicerol (TAG) foram determinados por meio de kits comerciais 

(BIOCLIN, Quibasa Quimica Básica Ltda.) por método enzimático 

colorimétrico e analisador automático (Cobas Mira Plus, Roche Diagnostic 

System) pelo Laboratório de Análises Clínicas da Divisão de Saúde/UFV. 
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4.4.9. Análises das Enzimas Indicadoras de Hepatotoxicidade 

Os níveis de Alanina aminotrasferase (ALT), Aspartato 

aminotransferase (AST) e Fosfatase alcalina (FA) foram determinados por 

meio de kits comerciais (BIOCLIN, Quibasa Quimica Básica Ltda.) por 

método cinético colorimétrico e analisador automático (Cobas Mira Plus, 

Roche Diagnostic System) pelo Laboratório de Análises Clínicas da Divisão 

de Saúde/UFV. 

 

4.4.10. Análise estatística 

As variáveis estudadas foram submetidas ao teste de normalidade 

(Shapiro-wilk) e posteriormente à análise de variância. As comparações 

entre três ou mais grupos independentes foram realizadas por análise de 

variância (ANOVA), para dados com distribuição normal, e pelo teste não 

paramétrico de Kruskal Wallis, para os dados sem distribuição normal. 

Quando houve diferença estatística, utilizou-se o teste de comparação 

múltipla de Tukey para os dados paramétricos ou de Dunn, para os dados 

não paramétricos, para detectar as diferenças entre os grupos. Foi utilizado 

o programa SigmaPlot®, versão 11.0 (Systat Software, Inc), para análise 

estatística e representação dos dados.  O valor de p foi fixado em até 5% 

com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas comparações. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão.  
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4.5. Resultados 

 

4.5.1. Evolução dos animais, lipídios plasmáticos e 

Hepatotoxicidade 

Os resultados referentes a evolução dos animais, lipídios plasmáticos e 

enzimas indicadoras de hepatotoxicidade podem ser observados na Tabela 

2.  

Ao fim do experimento, não foi verificada nenhuma diferença entre os 

tratamentos em relação à massa corporal inicial, final, massa do fígado e 

índice hetapossomático. O mesmo resultado foi observado quanto ao 

colesterol total, triacilglicerol e HDL. As enzimas AST e ALT não variaram 

significativamente entre os grupos, porém a FA apresentou maiores valores 

nos grupos exercitados. 

 

4.5.2. Atividade enzimática da Citrato Sintase (CS) 

No que diz respeito aos efeitos do treinamento, a atividade da CS 

(Figura 3) foi superior nos grupos exercitados. Os resultados indicam que o 

programa de treinamento com natação foi suficiente para aumentar a 

capacidade oxidativa do músculo esquelético (G1 = 10,1 ± 1,04 μmol/min/mg 

de proteína, G2 = 10,07 ± 1,04 μmol/min/mg de proteína, G3 = 14,32 ± 0,90 

μmol/min/mg proteína, G4 = 13,51 ± 1,14 μmol/min/mg de proteína, p < 

0,001). 
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Tabela 2. Evolução dos animais, concentração de lipídeos no soro e 

indicadores de hepatotoxidade nos grupos experimentais. 

Parâmetros 

Grupos p 

G1 G2 G3 G4  

Massa inicial, g 26,48± 1,27 27,70 ± 1,30 26,96 ± 1,18 27,88± 0,86 0,143 

Massa final, g 25,41± 1,05 26,05 ± 0,80 26,24 ± 1,30 26,10 ± 0,60 0,145 

Massa do fígado, g 1,43 ± 0,16 1,40 ± 0,08 1,56 ± 0,14 1,54 ± 0,14 0,115 

IH 5,76 ± 0,43 5,39 ± 0,41 5,91 ± 0,36 5,91 ± 0,20 0,142 

CT, mg/dl 339,83±39,60 290,00±64,05 345,29±34,78 381,00±80,81 0,064 

TAG, mg/dl 83,57±24,08 64,29±21,74 82,29±14,24 77,17±13,57 0,247 

HDL, mg/dl 22,50±6,98 24,85±6,84 23,57± 3,15 23,5± 2,35 0,951 

AST, U/l 210,71 ± 108,9 154,57 ± 92,27 263,60 ± 107,1 189,14 ± 76,88 0,122 

ALT, U/l 125,43 ± 83,75 52,00 ± 12,71 84,83 ± 29,06 72,71 ± 37,06 0,108 

FA, U/l 69,14 ± 14,87
a
 82,29 ± 9,05

ab
 99,17 ± 10,94

b
 98,50 ± 13,26

b
 <0,001 

Os dados são apresentados como médias ± desvio padrão. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05) para mesma linha. G1: controle 
apoE-/- sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício. IH: Índice hepatossomático, CT: Colesterol Total, 
TAG: Triacilglicerol, HDL: lipoproteína de alta densidade; AST: Aspartato 
aminotranferase, ALT: Alanina aminotransferase, FA: Fosfatase alcalina. 
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Figura 3: Atividade da CS no músculo esquelético (sóleo/gastrocnêmio). 
Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrão. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p < 0,001). CS: Citrato Sintase, G1: 
controle apoE-/- sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com 
medicamento e sem exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com 
exercício; G4: apoE-/- com medicamento e com exercício.  
 
 
 

4.5.3. Esteatose Hepática 

O G1 apresentou níveis de esteatose hepática superiores (16,64%) a 

todos os grupos (6,59% no G2, 7,20% no G3 e 8,39% no G4). Do mesmo 

modo, o G4 apresentou uma deposição lipídica no fígado maior que os 

grupos G2 e G3 (Figura 6,7, p < 0,001). 
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Figura 6: Percentual de esteatose hepática.  
Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrão. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,001). G1: controle apoE-/- sem 
medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício.  
 

 

Figura 7: Fotomicrografias representativas do fígado.  
G1: controle apoE-/- sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com 
medicamento e sem exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com 
exercício; G4: apoE-/- com medicamento e com exercício. As setas indicam 
gotículas lipídicas. Azul de Toluidina/Borato de Sódio 1%. Barra: 20 µm. 
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4.5.4. Morfometria dos glomérulos 

Na tabela 3 são mostrados a área e o número de glomérulos em 

relação aos diferentes tratamentos. Os resultados mostraram que não houve 

diferença significativa entre os grupos 

 

4.5.5. Quantificação do colágeno no coração 

G1 e G4 apresentaram um percentual maior de colágeno total (6,12% 

no G1 e 5,99% no G4) que os grupos G2 e G3 (4,12% no G2, 4,83% no G3; 

Tabela 4, p < 0,001). Em relação à razão colágeno tipo I/III, não houve 

diferença significativa entre os grupos. 

 

Tabela 3. Morfometria de glomérulos nos grupos experimentais. 

 
Grupos p 

G1 G2 G3 G4  

Área do 

glomérulo, µm2 

5254,39 ± 

2770,93 

5394,69 ± 

2123,42 

5696,247 ± 

2375,39 

5291,56 ± 

2268,78 
0,054 

Quantidade de 

glomérulos, U 
2,07 ± 0,80 1,90 ± 0,73 2,27 ± 0,95 2,09 ± 0,93 0,145 

Os dados são apresentados como médias ± desvio padrão. G1: controle apoE-/- 
sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício. 
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Tabela 4. Conteúdo de colágeno no coração nos grupos experimentais. 

 
Grupos p 

G1 G2 G3 G4  

Fração de 

colágeno (%) 
6,12 ± 2,18b 4,12 ± 1,68a 4,83 ± 1,93ab 5,99 ± 1,76b <0,001 

Razão 

Colágeno I/III 
1,45 ± 0,93 1,32 ± 0,70 1,05 ± 0,61 1,38 ± 0,16 0,376 

Os dados são apresentados como médias ± desvio padrão. G1: controle apoE-/- 
sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício. 

 

 

4.6. Discussão 

Os resultados do desenvolvimento do animal não diferiram entre os 

grupos. Estes dados mostraram que o uso do medicamento e o treinamento 

físico não foram capazes de interferir nestes parâmetros. 

Não houve diferença significativa para os valores de CT, TAG e HDL 

entre os grupos experimentais. Dados semelhantes para o CT e TAG foram 

encontrados por Kus et al. (2009) ao investigar o efeito do nebivolol no 

mesmo modelo animal. Outros pesquisadores também relataram a 

inexistência de diferença significativa quando o exercício com natação foi 

realizado (Kadoglou et al., 2011;Pellegrin et al., 2007). Este fato pode estar 

relacionado ao modelo animal, uma vez que este é especifico para 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas. Além disso, o tempo de estudo 

pode não ter sido suficiente para desenvolver uma alteração significante no 

parâmetro lipídico do sangue. 

Os testes de função hepática constituem uma forma de estudar o 

fígado e as suas possíveis alterações funcionais. A AST, a ALT e a FA são 
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enzimas envolvidas no metabolismo de aminoácidos. Suas alterações 

permitem a identificação de danos nos tecidos em órgãos como o fígado, 

além de monitorar efeitos secundários ao medicamento. Neste trabalho, não 

foram identificadas diferenças entre os grupos em relação a AST e ALT. No 

entanto, constatou-se um aumento significativo na atividade da FA nos 

animais submetidos ao exercício físico, o que pode ser indicativo de 

alteração do metabolismo ósseo, uma vez que os valores não atingem níveis 

patológicos.  Uma elevação dos níveis de FA no soro sugere um aumento da 

atividade dos osteoblastos (Mayr-Wohlfart et al., 2001) e pode ser observada 

recentemente em um trabalho realizado com ratos Wistar exercitado em 

esteira (Shun-cheng et al., 2012). 

O treinamento físico também resultou em uma melhora da capacidade 

do músculo esquelético, como evidenciado pelo aumento da atividade 

enzimática da citrato sintase. Estes dados estão de acordo Pellegrin et al. 

(2009a), indicando que o treinamento foi eficiente em provocar uma melhora 

no metabolismo oxidativo do músculo. 

De acordo com Targher et al. (2010), evidências indicam uma forte 

associação entre o acúmulo de gordura no fígado e doenças 

cardiovasculares. De forma consistente com esses dados, os animais 

tratados tanto com medicamento quanto com exercício apresentaram uma 

porcentagem de esteatose hepática significativamente inferior ao grupo 

controle, demonstrando que o tratamento desempenhou um papel 

importante em prevenir o acúmulo de gordura no fígado. Em nosso 

laboratório, resultados semelhantes foram obtidos por Castro (2011), que ao 

testar a dieta com açaí e o treinamento físico em esteira, observou menor 
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porcentagem de esteatose hepática nos grupos treinados. A falta de dados 

torna difícil oferecer recomendações definitivas que são limitadas ao controle 

dos fatores de risco para doenças cardiovasculares (Targher et al., 2010). 

Segundo Foley & Collins (2011) a doença renal crônica é comum, 

geralmente silenciosa e associada a doenças cardiovasculares. Neste 

trabalho, nenhuma alteração significativa foi observada entre os grupos 

quanto a área transversal e número de glomérulos. Os trabalhos que 

relacionaram exercício físico e doença renal ainda são controversos. 

Pinheiro-Mulder et al. (2010), observaram um aumento do volume glomerular 

em animais obesos sedentários quando comparados aos exercitados 

aerobicamente. No entanto, Boor et al. (2009) relataram a ausência de 

diferenças significativas ao realizar exercício aeróbico moderado em animais 

obesos e diabéticos. Do mesmo modo que o exercício físico, trabalhos que 

relacionaram nebivolol são escassos, controversos e concentram-se na 

melhora (Toblli et al., 2011) ou não da função renal com o uso do 

medicamento (Shaw et al., 2005). 

No presente estudo, a razão colágeno I/III não apresentou diferença 

significativa, porém observou-se que a quantidade total de colágeno foi 

inferior no grupo tratado com nebivolol. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Toblli et al. (2010) que observaram uma diminuição do conteúdo 

de colágeno tipo I e III no coração de ratos obesos e diabéticos. Já o grupo 

exercitado e o exercitado e medicado não apresentaram reduções 

significativas do colágeno total em relação ao grupo controle. Os benefícios 

do exercício na melhora da função cardíaca são bem estabelecidos, no 

entanto, estudos ainda são controversos ao avaliarem o conteúdo de 
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colágeno no coração. Singh & Krishan(2010) não observaram diferença 

significativa no conteúdo de colágeno de ratos alimentados com dieta 

hiperlipídica, enquanto Kwak et al (2011) relataram que o exercício físico 

reduziu a elevação de fibras de colágeno tipo I associada a idade. 

Algumas limitações do presente estudo podem ser mencionadas. 

Primeiro, um protocolo de treinamento de maior duração poderia ser 

utilizado no estudo. Em segundo lugar, falta uma avaliação da função renal e 

miocárdica. Assim, não podemos fazer qualquer conclusão sobre as 

mudanças no desempenho do miocárdio e dos rins após as intervenções. 

 

4.7. Conclusões 

A partir dos dados apresentados, os achados mais significantes deste 

estudo concentram-se na prevenção da progressão da lesão aterosclerótica 

e a redução do conteúdo de colágeno pelo nebivolol. Além disso, tanto o 

medicamento quanto o exercício foram capazes de atuar de forma positiva 

reduzindo o acúmulo de gordura no fígado. Até o momento, no entanto, 

ainda há uma lacuna na literatura sobre as possíveis interações do nebivolol 

com atividade física e mais estudos são necessários.  
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5. CAPÍTULO II: Expressão de iNOS na adventícia e potencial 

antioxidante em camundongos apoE-/- submetidos a treinamento 

com natação e tratados com nebivolol.  

 

5.1. Resumo 

Objetivo: avaliar se o exercício físico com natação e o nebivolol podem 
influenciar o processo aterosclerótico, expressão de iNOS e capacidade 
oxidativa em camundongos.  
Métodos: Vinte e oito camundongos apoE-/- com 17 semanas de idade, 
foram submetidos a 6 semanas de treinamento com natação (60 
min/sessão/dia, 5 dias/semana) e tratamento com 2,0 µmol/kg de peso 
corporal de nebivolol. Os animais foram divididos em 4 grupos: controle: 
apoE-/- sem medicamento e sem exercício (G1, n = 7); apoE-/- com 
medicamento e sem exercício (G2, n = 7); apoE-/- sem medicamento e com 
exercício (G3, n = 7); apoE-/- com medicamento e com exercício (G4, n = 7). 
Ao final do experimento os animais sofreram eutanásia e o fígado e o rim 
foram coletados e mantidos a -80 °C. A aorta foi retirada, lavada em solução 
fisiológica e conservados em formol neutro a 10% (pH = 7,0) e após 24 
horas transferidos para uma solução de 70% de etanol para as análises 
histopatológicas e de imunofluorescência.  
Resultados: A estenose no lúmen da raiz aórtica foi menor no G2 em 
relação ao G1. A expressão da iNOS na aorta do animais de todos os 
grupos ocorreu essencialmente na camada adventícia da artéria. A atividade 
da CAT no fígado foi significativamente inferior nos grupos treinados. A 
atividade da SOD no fígado no grupo G3 foi inferior em relação aos grupos 
não treinados. Não houve diferença significativa na atividade enzimática de 
SOD e CAT no rim. 
Conclusão: Apenas o nebivolol foi capaz de reduzir a área das lesões 
ateroscleróticas e a expressão da iNOS ocorreu na camada adventícia da 
artéria de todos os grupos. Além disso, o exercício atuou reduzindo a 
atividade antioxidante de SOD e CAT no fígado nos grupos treinados.  
 

Palavras-chave: aterosclerose, exercício, estresse oxidativo. 
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iNOS expression in adventitia and antioxidant potential in mice apoE-/- 

undergo swimming training and nebivolol treatment. 

 

5.2. Abstract 

Purpose: evaluate the effect of swimming exercise and nebivolol treatment 
in atherosclerotic process, iNOS expression and oxidative capacity of mice 
apoE-/-.  
Methods: Twenty-eight apoE-/- mice at the age of 17 weeks were kept on a 
six weeks of swimming training (60 min / session / day, 5 days / week) and 
treated with 2.0 mmol / kg body weight of nebivolol. The animals were 
randomized to the following 4 groups: control: apoE-/- without drug and 
sedentary (G1, n = 7), apoE-/- with drug and sedentary (G2, n = 7), apoE-/- 

without drug and exercised (G3, n = 7), apoE-/- with drug and exercised (G4, 
n = 7). At the end of the experiment the animals were euthanized and liver 
and kidney were collected and kept at -80 °C. Aorta was removed, washed in 
saline and preserved in 10% neutral formalin (pH 7.0) and transferred after 
24 hours to a solution of 70% ethanol for histological and 
immunofluorescence analysis. 
Results: The lumen stenosis of the aortic root was lower in G2 compared to 
G1. iNOS expression in aorta of animals occurred primarily in the adventitia 
layer of the artery in all groups. CAT activity in the liver was significantly 
lower in trained groups. SOD activity in G3 group was lower compared to the 
untrained group. There was no significant difference in SOD and CAT 
enzymatic activity in the kidney. 
Conclusion: Only nebivolol was capable of reducing atherosclerotic lesions 
area and iNOS expression occurred in the adventitia layer of the artery from 
all groups. Moreover, exercise acted reducing SOD and CAT antioxidant 
activity in the liver in trained groups. 
 

Key words: atherosclerosis, exercise, nebivolol, iNOS, oxidative stress 
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5.3. Introdução 

 

A aterosclerose é um processo patológico complexo nas paredes dos 

vasos sanguíneos, que se desenvolve ao longo de muitos anos, e a 

inflamação desempenha um papel importante nessa doença. 

 Em condições patológicas, a superprodução de óxido nítrico ocorre 

após uma indução e expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS) em 

resposta a agentes inflamatórios (Pautz et al., 2010). O uso de mecanismos 

que podem inibir a atividade dessa enzima podem ser ferramentas 

importantes como foco terapêutico no processo inflamatório. 

O nebivolol é um antagonista beta 1-seletivo, que tem mostrado 

aumentar a biodisponibilidade de óxido nítrico derivado do endotélio e 

atenuar a ativação inflamatória de células endoteliais (Weiss, 2006). 

Pesquisa em modelo animal tem mostrado que o nebivolol regula a 

expressão de iNOS e alivia o estresse oxidativo na isquemia cerebral 

(Heeba & El-Hanafy, 2012) e atenua a aterogênese(Kus et al., 2009), 

podendo ser uma terapia eficaz no controle da lesão aterosclerótica. 

O papel protetor do exercício regular contra a aterosclerose tem sido 

destacado por diversos autores (Gleeson et al., 2011;Kadoglou et al., 

2011;Pellegrin et al., 2009b). A literatura fornece evidência que o exercício 

físico apresenta efeitos na redução e estabilização das placas 

ateroscleróticas (Fukao et al., 2010), porém há poucas informações 

relacionando-o a expressão de iNOS na aterogênese. 

Atualmente, não existem pesquisas abordando a combinação do 

tratamento com nebivolol e exercício físico de natação como possíveis 
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moduladores da atividade e/ou indução da iNOS e capacidade oxidativa no 

processo aterogênico. O uso destes agentes pode ser uma ferramenta útil 

como foco terapêutico em vários processos inflamatórios. 

A maioria das recentes descobertas são derivados de experimentos 

realizados em modelos animais que desenvolvem a aterosclerose, como o 

camundongo apoE-/-. Dessa forma, objetivou-se neste estudo, avaliar o 

efeito do nebivolol associado ao treinamento físico no processo de regressão 

da placa aterosclerótica, expressão de iNOS e capacidade oxidativa de 

camundongos adultos apoE-/-. 

 

5.4. Metodologia 

 

5.4.1. Animais e protocolo de experimentação 

Camundongos machos adultos da linhagem Mus Musculus apoE-/-, com 

17 semanas de idade, foram obtidos do Laboratório de Nutrição 

Experimental do Departamento de Nutrição e Saúde (Universidade Federal 

de Viçosa, Brasil). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Viçosa, processo nº 101/2011. Os 

animais foram submetidos a um regime de luminosidade de 12 horas claro/ 

12 horas escuro, em ambiente climatizado (23 ± 2ºC), com acesso à dieta e 

água ad libitum durante todo o experimento até completarem a idade de 23 

semanas. Vinte e oito camundongos apoE-/- foram distribuídos em um 

delineamento experimental inteiramente casualizado composto de quatro 

tratamentos:  controle: apoE-/- sem medicamento e sem exercício (G1, n = 

7); apoE-/- com medicamento e sem exercício (G2, n = 7); apoE-/- sem 
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medicamento e com exercício (G3, n = 7); apoE-/- com medicamento e com 

exercício (G4, n = 7).  

 

5.4.2. Protocolo de exercício físico 

Os grupos exercitados foram submetidos a um programa progressivo 

de natação de moderada intensidade (adaptado de Pellegrin et al., 2009a). 

Resumidamente, a natação foi realizada pela manhã, entre 07 e 09 h. 

Consistia em um período de treinamento de 60 minutos por dia, 05 dias por 

semana, 01 sessão por dia, com a água mantida constantemente entre 30 e 

33°C. Os animais foram treinamos progressivamente, iniciando com 10 

minutos de treino no primeiro dia, seguido de um acréscimo diário de 5 

minutos até o quinto dia.  Na semana seguinte os animais iniciaram o 

treinamento com 40 minutos no primeiro dia, seguido de um acréscimo de 10 

minutos até o terceiro dia, onde alcançaram a meta de 60 minutos diários. 

Após as sessões os animais eram cuidadosamente secos.  

 

5.4.3. Tratamento Medicamentoso 

Os grupos tratados com medicamento receberam por via oral 

(gavagem) uma dose de 2,0 µmol/kg de peso corporal por dia de cloridrato 

de nebivolol diluído em água destilada (Kus et al., 2009;Ozben et al., 2009). 

Os grupos G1 e G3 receberam a mesma dosagem de solução fisiológica.  

 

5.4.4. Preparação dos tecidos 

Na 23ª semana de vida os animais foram submetidos ao jejum de 12h, 

e eutanasiados por inalação de CO2. Os grupos exercitados sofreram a 
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eutanásia 48 horas após a última sessão de exercício. A aorta de cada 

animal foi lavada em solução tampão fosfato-salino (PBS), em seguida, 

fixada em formol neutro a 10% (pH 7,0) e após 24 horas transferida para 

uma solução de 70% de etanol. Posteriormente, a aorta fixada foi incluída 

em parafina e após o processamento, o material foi seccionado em 

micrótomo rotativo. 

Parte do fígado e o rim foram removidos e mantidos a -80ºC até a 

análise. Os músculos sóleo e gastrocnêmio também foram removidos e 

mantidos a -80ºC para a análise da atividade enzimática da citrato sintase 

(CS; Srere 1969), visando avaliar o condicionamento físico e adaptação ao 

exercício. 

 

5.4.5. Quantificação das lesões na aorta 

A aorta de cada animal foi desacoplada do coração e limpa, sendo 

retirados os tecidos conjuntivos e os gordurosos associados à parte externa 

da artéria. O tecido foi incluído em parafina, cortado em 7 μm de espessura, 

separados por no mínimo 28 µm e corado com Tricrômico de Masson 

(modificado por Mallory; Tolosa et al., 2003). As lâminas foram montadas 

com Entellan® (Merck,Alemanha) e observadas em microscópio de luz. 

Na região da raiz aórtica, caracterizada pela presença da valva aórtica, 

cinco imagens de cada animal foram capturadas (objetiva de 4x). Em cada 

secção a área relativa da placa (estenose luminal) foi determinada como 

porcentagem de área da lesão por área da luz (Kadoglou et al., 2011;Van 

Vré et al., 2007). As medidas foram realizadas utilizando o software de 
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análise de imagem computadorizada (Image Pro Plus versão 4.5; Media 

Cybernetics, Sarasota, Florida, EUA). 

 

5.4.6. Análise de imunofluorescência 

Secções do arco aórtico (7 µm) incluídos em parafina foram 

desparafinizadas e reidratadas, seguida de recuperação antigênica, durante 

60 minutos (temperatura de 97,5°C) em solução tampão de EDTA pH 8.0. 

Após o retorno à temperatura ambiente os cortes foram lavados e 

permeabilizados 2 x 5 minutos com PBS 0,1M contendo 1% Tween 20 

(PBST1%) e bloqueados durante 25 minutos com solução de leite em pó 1% 

(MOLICO® desnatado, Nestlé Brasil Ltda.) diluído em água destilada. Os 

cortes foram novamente permeabilizados e lavadas 2 x 5 minutos com 

PBST1%. Para marcação de iNOS, foi adicionada sobre cada corte 10 µl de 

anticorpo primário anti-iNOS (NOS2; H-174) na diluição 1:100 (IgG policlonal 

de coelho, sc-8310, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), permanecendo 

overnihgt em câmara úmida escura à 4ºC. As secções foram novamente 

permeabilizadas e lavadas 2 x 5 minutos com PBST1%. Em seguida foi 

adicionado em cada corte 10 µl do anticorpo secundário conjugado com 

FITC (isotiocianato de fluoresceína) na mesma diluição (IgG de cabra anti-

coelho; sc-2012, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), permanecendo sob as 

mesmas condições anteriores. Os cortes foram novamente lavados 2 x 5 

minutos com PBS e as lâminas foram montadas utilizando meio de 

montagem contendo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) para coloração 

dos núcleos (Ultra Cruz Mounting Medium, sc-24941 Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.). 
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Como controle positivo, um animal apoE-/- foi injetado com 

lipopolissacarídeo (LPS de Escherichia coli) na dose de 2,5 mg/Kg de peso 

corporal através de injeção intraperitoneal. O animal foi sacrificado após 2 

dias e a aorta coletada e processada conforme a mesma metodologia 

descrita nesta seção (Dias et al., 2010).  

A fluorescência foi visualizada em microscópio de fluorescência (BX-

50, Olympus) utilizando-se os filtros apropriados. As imagens foram 

digitalizadas e analisadas com o auxílio dos softwares citados anteriormente. 

 

5.4.7. Catalase (CAT) 

Para determinar a atividade da CAT, o tecido hepático (100mg) foi 

homogeneizado em tampão fosfato 50 mmol.L-1 e a suspensão resultante foi 

centrifugada à 3000g à 4ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado 

para mensuração da atividade enzimática. A atividade da catalase foi 

determinada pela taxa de decaimento do peróxido de hidrogênio (10 mmol.L-

1) lido em espectrofotômetro a 240 nm, segundo metodologia de Aebi (1984). 

A dosagem de proteína nos homogenatos foi realizada por meio do método 

de Lowry et al. (1951) e os resultados foram expressos em U CAT por 

miligrama de proteína. O mesmo procedimento foi realizando para o tecido 

renal. 

 

5.4.8. Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi determinada, segundo Dieterich et al. (2000). A 

metodologia baseia-se na capacidade desta enzima em catalisar a reação 

do superóxido O2
- à peróxido de hidrogênio, diminuindo assim a razão de 
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auto-oxidação do pirogalol. Basicamente, o tecido foram homogeneizados 

em tampão glicina (50 mmol.L-1, pH 10,1) e a atividade enzimática foi 

estimada (triplicata) pela inibição da auto-oxidação 

espectrofotometricamente (480nm). A dosagem de proteína nos 

homogenatos foi realizada por meio do método de Lowroy et al. (1951) e os 

resultados expressos em U SOD por miligrama de proteína. O mesmo 

procedimento foi realizando para o tecido renal. 

 

5.4.9. Análise estatística 

As variáveis estudadas foram submetidas ao teste de normalidade 

(Shapiro-wilk) e posteriormente à análise de variância. As comparações 

entre três ou mais grupos independentes foram realizadas por análise de 

variância (ANOVA), para dados com distribuição normal, e pelo teste não 

paramétrico de Kruskal Wallis, para os dados sem distribuição normal. 

Quando houve diferença estatística, utilizaram-se os testes de comparações 

múltiplas de Tukey para os dados paramétricos ou de Dunn, para os dados 

não paramétricos, para detectar as diferenças entre os grupos. O Teste t foi 

utilizado em situações que foram comparadas dois grupos independentes. 

Foi utilizado o programa SigmaPlot®, versão 11.0 (Systat Software, Inc), 

para análise estatística e representação dos dados.  O valor de p foi fixado 

em até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas 

comparações. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão.  
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5.5. Resultados 

 

5.5.1. Atividade enzimática da CS 

A atividade da citrato sintase foi superior nos grupos exercitados. Os 

resultados indicaram que o programa de treinamento com natação foi 

suficiente para aumentar a capacidade oxidativa do músculo esquelético 

(Sedentário = 10,12 ± 0,99 μmol/min/mg de proteína, Exercitado = 14,08 ± 

1,23 μmol/min/mg proteína, p < 0,001). 

 
5.5.2. Quantificação da Aterosclerose 

O grau de estenose luminal foi significativamente menor (Figura 8,9, p 

= 0,045) no grupo tratado com medicamento em comparação com o controle 

(12,57% no G1 e 6,31% no G2). 

 

Figura 8: Percentual de área lesionada ocupando o lúmen.  
Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrão. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p < 0,05). G1: controle apoE-/- sem 
medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício.  
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Figura 9: Fotomicrografia representativas da raiz aórtica.  
G1: controle apoE-/- sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com 
medicamento e sem exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com 
exercício; G4: apoE-/- com medicamento e com exercício. As setas indicam 
as lesões ateroscleróticas, Tricrômico de Masson, Barra: 200 µm. 
 

5.5.3. Expressão e localização da iNOS 

A Figura 10 mostra que a iNOS foi expressa em todos os tratamentos, 

localizando-se essencialmente na camada adventícia da artéria. A aorta de 

animais apoE-/- injetados com LPS foram usadas como controle, 

confirmando a expressão de iNOS. 
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Figura 10: Expressão de iNOS detectada por imunofluorescência nos grupos 
experimentais.  
G1: controle apoE-/- sem medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com 
medicamento e sem exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com 
exercício; G4: apoE-/- com medicamento e com exercício, apoE-/- injetado 
com LPS. Os núcleos foram corados com DAPI (azul, primeira imagem à 
esquerda), e a iNOS foi corada com FITC (verde, segunda imagem). A 
terceira imagem (merge) representa a sobreposição das duas primeiras. As 
setas indicam as marcações de iNOS. Barra: 20 µm. 
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Além de confirmar a presença da iNOS, pôde-se demonstrar que esta 

enzima estava localizada no citoplasma e co-localizada com os núcleos 

celulares (Figura 11). 

 

Figura 11: Expressão de iNOS detectada por Imunofluorescência no 
citoplasma e núcleo celular.  
Os núcleos foram corados DAPI (azul, primeira imagem à esquerda), e a 
iNOS foi corada com FITC (verde, segunda imagem). A terceira imagem 
(merge) representa a sobreposição das duas primeiras. As setas indicam as 
marcações de iNOS. Barra: 10 µm 

 

5.5.4. Atividade das enzimas antioxidantes no fígado 

A capacidade antioxidante no fígado foi investigada através da 

quantificação da atividade enzimática da CAT e da SOD. O exercício físico 

com natação foi capaz de provocar uma alteração significativa na atividade 

da CAT (figura 12) e da SOD (figura 13). 

A atividade da CAT foi significativamente superior (p < 0,001) nos 

grupos que não participaram do protocolo de treinamento (9,89 ± 0,94 U.mg-

1 de proteína no G1 e 10,70 ± 1,15 U.mg-1 no G2 )em relação aos grupos 

treinados (6,45 ± 0,66 U.mg-1 de proteína no G3 e 6,81 ± 1,30 U.mg-1 no 

G4). 
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Figura 12: Atividade da enzima CAT (U.mg-1 de proteína) no fígado.  
Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrão. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,001). G1: controle apoE-/- sem 
medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício.  
 

 

Para atividade da SOD, apenas o grupo exercitado G3 (22,07 ± 4,55 

U.mg-1 de proteína) apresentou atividade enzimática significativamente 

menor (p = 0,019) em relação aos grupos não treinados (30,90 ± 7,43 U.mg-1 

de proteína no G1; 31,74 ± 4, 45 U.mg-1 de proteína no G2). 
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Figura 13: Atividade da enzima SOD (U.mg-1 de proteína) no fígado.  
Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrão. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,001). G1: controle apoE-/- sem 
medicamento e sem exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem 
exercício; G3: apoE-/- sem medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com 
medicamento e com exercício.  
 

5.5.5. Atividade das enzimas antioxidantes no rim. 

A capacidade antioxidante no rim foi investigada por meio da 

quantificação da atividade enzimática da CAT e da SOD. O exercício físico 

com natação e o tratamento medicamentoso com nebivolol não foram 

capazes de provocar uma alteração significativa na atividade enzimática da 

CAT e da SOD (Tabela 5). 
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Tabela 5. Atividade da enzima catalase e superóxido dismutase no rim dos 

animais dos grupos experimentais. 

 
Grupos p 

G1 G2 G3 G4  

CAT, U.mg-1 de 

proteína 
5,02 ± 0,94 4,98 ± 0,41 4,96 ± 0,45 4,22 ± 0,70 0,158 

SOD, U.mg-1 de 

proteína 
9,18 ± 2,25 8,79 ± 2,38 12,10 ± 5,33 9,28 ± 4,82 0,358 

Os dados são apresentados como médias ± desvio padrão. CAT: Catalase; 
SOD: Superóxido dismutase. G1: controle apoE-/- sem medicamento e sem 
exercício; G2: apoE-/- com medicamento e sem exercício; G3: apoE-/- sem 
medicamento e com exercício; G4: apoE-/- com medicamento e com exercício. 

 

 

5.6. Discussão 

 

A aterosclerose é considerada uma doença inflamatória crônica que 

resulta na formação de placas nas artérias de grande e médio porte (Legein 

et al., 2013). Fatores como dislipidemia, sedentarismo, envelhecimento, 

diabetes, hipertensão, estão envolvidos na doença (Gu et al., 2012). Neste 

estudo utilizou-se do camundongo  apoE-/- para investigar o efeito do 

tratamento medicamentoso com nebivolol e treinamento físico com natação 

no desenvolvimento da doença. 

Para testar a adaptação do músculo esquelético ao condicionamento 

aeróbico, foi avaliada, em todos os grupos, a atividade da enzima CS. O 

treinamento com natação resultou em aumento da atividade enzimática da 

CS, confirmando melhora da capacidade do músculo esquelético. Estes 

dados estão de acordo Pellegrin et al. (2009a), que também obtiveram um 
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aumento da atividade enzimática da citrato sintase ao realizarem um 

treinamento com natação por 5 semanas em camundongos apoE-/-.  

A formação das lesões ateroscleróticas ocorre inicialmente na região 

proximal da aorta, devido à presença das valvas aórticas, o que ocasiona 

alteração do fluxo sanguíneo nesse local, com aumento do estresse e atrito 

nesta região. Ao investigar-se o efeito do tratamento com nebivolol e o 

treinamento com natação no tamanho da placa aterosclerótica utilizando-se 

um modelo animal para aterosclerose, é possível observar uma menor 

evolução das lesões no grupo tratado com o nebivolol quando comparado 

com o controle. Esse efeito pode ter sido obtido por uma ação vascular 

direta, por meio dos efeitos benéficos do medicamento no endotélio. 

Resultado semelhante foi obtido por Kus et al. (2009), que avaliaram o efeito 

do nebivolol no mesmo modelo animal. Embora muitos detalhes acerca da 

função endotelial permaneçam obscuros, o tratamento com nebivolol parece 

estar ligado ao aumento da atividade endotelial pela enzima oxido nítrico 

sintase endotelial (Toblli et al., 2012), que estimula a produção de óxido 

nítrico no endotélio, sugerindo sua participação no efeito vasodilatador da 

droga (Parenti et al., 2000).  

 

Os grupos que se exercitaram não obtiveram o mesmo efeito quando 

comparados com os grupos que receberam a droga e permaneceram 

sedentários. A ineficiência do treinamento regular em provocar alteração na 

estenose luminal é suportada por Schlotter et al (2012), que não observou 

redução significativa da doença em camundongos LDL-/- treinados em 

esteira por 16 semanas.  Uma possível explicação para o resultado negativo 
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seria a duração do treinamento. Os resultados do presente estudo podem 

sugerir que o exercício tem efeitos benéficos sobre a progressão da doença 

em estágio mais avançado, ou que os efeitos benéficos do exercício não são 

mediados por alterações na progressão da doença. De acordo com Arce-

Esquivel et al. (2012), mesmo que o exercício não atenue a formação da 

lesão, efeitos benéficos através de alterações na hemostasia, resistência 

melhorada à isquemia cardíaca, e / ou alteração funcional nas células 

vasculares, podem ser induzidas pelo exercício. Além disso, estudos do 

nosso laboratório evidenciaram a capacidade ateroprotetora do exercício 

tanto em camundongos LDL-/- (Teodoro et al., 2012) quanto em 

camundongos apoE-/- (Castro, 2011). 

Desta forma, utilizou-se a imunofluorescência para documentar a 

presença de iNOS na aorta de camundongos apoE-/-. Os sinais 

immunodetectáveis estão localizados essencialmente na camada adventícia 

da artéria dos animais de todos os grupos.  A iNOS é um importante fator 

pró-inflamatório durante o desenvolvimento da aterosclerose (Tsutsui et al., 

2010) e não é detectável em condições fisiológicas normais (Wilcox et al., 

1997). Segundo Beckman (1990), apesar da síntese aumentada de óxido 

nítrico produzido pela iNOS terem efeitos positivos, quantidades exageradas 

tem efeito citotóxico. A noção de que esta enzima desempenha um papel 

importante na progressão da aterosclerose também é apoiada por estudos 

realizados por observação de que as lesões ateroscleróticas foram menores 

em camundongos apoE-/-/iNOS-/-, em comparação com os camundongos 

apoE-/- (Detmers et al, 2000;. Kuhlencordt et al, 2001).  
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O papel fisiológico ou fisiopatológico da inflamação da adventícia 

permanece em parte desconhecido. Nos conceitos tradicionais de 

inflamação vascular são consideradas respostas inflamatórias iniciadas na 

superfície luminal, que penetram na artéria “de dentro para fora”, e são 

centradas na adesão de monócitos e oxidação lipídica. No entanto, 

evidências crescentes dão suporte a um novo paradigma, uma resposta “de 

fora para dentro", em que a inflamação vascular é iniciada na adventícia e 

avança para dentro em direção a íntima (Maiellaro & Taylor, 2007). Segundo 

Cai et al.(2010), os fibroblastos da adventícia podem se diferenciar em 

miofibroblastos, que migram, proliferam e secretam citocinas, 

desempenhando um papel crucial na resposta da adventícia à lesão. Esta 

hipótese foi primeiramente sugerida por Zhang et al. (1999), que observou a 

produção de iNOS em fibroblastos da adventícias da aorta de ratos tratados 

com lipopolissacarídeo. Sendo assim, este estudo demonstrou mais uma vez 

como inflamação da adventícia pode ser um componente da proliferação 

vascular aterosclerótica, e a produção adventícia de óxido nítrico citotóxico 

pela iNOS pode servir para modular o processo aterosclerótico. 

O estresse oxidativo é um dos fatores causais que liga a 

hipercolesterolemia com a patogênese da aterosclerose, e o tecido hepático 

contêm enzimas que contribuem para o mecanismo de defesa antioxidante 

(Kwon et al., 2010). Além disso, o fígado é considerado o maior órgão 

metabólico, responsável pela detoxificação de várias substâncias. Neste 

estudo foram avaliadas o efeito do tratamento com nebivolol e o exercício 

com natação sobre as enzimas antioxidantes, SOD e CAT, no tecido 

hepático. 
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O impacto do exercício físico sobre o estresse oxidativo tem sido muito 

estudado em relação ao risco cardiovascular e doença. Dados do nosso 

laboratório mostraram que treinamento físico é apresentado como um 

antioxidante eficaz e uma terapia anti-aterogênica em camundonfos LDL-/- 

que realizaram exercício de intensidade leve e moderada (Teodoro et al., 

2012). No entanto, no presente estudo a atividade enzimática da SOD foi 

inferior no grupo submetido somente ao treinamento em relação ao grupo 

controle e ao grupo que recebeu somente o medicamento. Além disso, o 

nebivolol parece ter diminuído a queda da atividade da SOD pelo exercício 

nos grupos que receberam os dois tratamentos. Já a atividade enzimática da 

CAT reduziu nos dois grupos treinados. 

A redução da atividade da SOD nessas condições não é clara. 

Segundo AbdHamid et al. (2011) esses resultados podem ocorrer devido à  

atividade reduzida  de ratos durante as semanas do confinamento na gaiola, 

uma vez que, nessas condições  o radical oxigênio produzido será menor e, 

portanto, reduzindo a atividade da SOD. Com relação a atividade da CAT, os 

resultados encontrados na literatura para esta enzima são controversos. 

Alguns estudos mostraram um aumento na sua atividade (Teodoro et al., 

2012), outros uma diminuição (da Silva et al., 2009) ou não alteram em 

função dos tratamentos (Castro, 2011). A divergência entre os resultados 

pode ser devido a uma variedade de fatores, incluindo diferenças nos 

protocolos. 

Baseada na literatura estudada há duas possíveis explicações para os 

resultados obtidos. Primeiro, a menor atividade de SOD e CAT nos animais 

exercitados pode estar relacionada à menor produção de radicais livres 
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nesses grupos. Segundo, com base nas observações de You et al. (You et 

al., 2009) é possível que altos níveis de dano oxidativo tenha sido gerado 

por um exercício exaustivo de natação. Essa resposta pode ser evidenciada 

pelo aumento significativo de malonaldeído hepático e diminuição 

significativa na concentração de glutationa e atividade de CAT, SOD e 

glutationa-S-transferase, sugerindo um papel do estresse oxidativo do 

exercício. No entanto, futuros estudos são necessários para confirmar estas 

inter-relações. 

A maioria das doenças comuns como a hipertensão, a aterosclerose, 

diabetes, entre outras está associada a alterações funcionais vasculares e 

estruturais em vários órgãos, incluindo os rins. Segundo Bonomini et al., 

2010, camundongos apoE-/- com 20 semanas de vida possuem a 

capacidade antioxidante reduzida em relação aos animais com 6 semanas. 

Além disso, a doença renal está associada ao estresse oxidativo (de Souza 

et al., 2012). Como base nestes dados, foram avaliadas as atividades das 

enzimas antioxidantes, SOD e CAT, neste tecido, a fim de observar o 

potencial dano renal causado pela doença e sua alteração quando os 

animais foram submetidos aos tratamentos já descritos. O presente estudo 

não demonstrou diferenças significativas entre os tratamentos quanto a 

atividade enzimática de SOD e CAT. Dessa forma, é possível afirmar que 

tanto o exercício quanto o medicamento não foram capazes de aumentar o 

potencial antioxidativo nos rins nesse modelo animal. 

Algumas limitações do presente estudo podem ser mencionadas. 

Primeiro, um protocolo de treinamento de maior duração poderia ser 

utilizado no estudo. Segundo, a quantificação da iNOS não foi possível. 
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Assim, não podemos comparar entre os grupos as diferenças na expressão 

da enzima. Por último, a ausência da análise de um marcador de estresse 

oxidativo, como o malonaldeído, impossibilita afirmar se os tratamentos 

atuaram de forma estressante ou não.  

 

 

5.7. Conclusões 

A partir dos dados apresentados, os achados mais significantes deste 

estudo concentram-se na prevenção da progressão da lesão aterosclerótica 

pelo nebivolol e a da expressão da iNOS na camada adventícia da artéria. 

Além disso, o exercício atuou reduzindo a atividade oxidante de SOD e CAT 

nos grupos treinados. Até o momento, no entanto, ainda há uma lacuna na 

literatura sobre as possíveis interações do nebivolol com atividade física e 

mais estudos são necessários.  
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