DANILO DE SOUZA FELIPE
EDILSON DONIZETTI FELICIO

ANALISE DO IMPACTO DE DIFERENTES
INTENSIDADES DEEXERCICIO FISICO SOBRE A
ATEROSCLEROSE EM CAMUNDONGOS

TrabalhodeConclusdodeCursoapresentadoaoCurs
odeBachareladoemEducac¢aoFisica,dolnstitutoFed
eraldeEducacaoCiénciaeTecnologiadoSuldeMinas
Gerais-
CéampusMuzambinho,comorequisitoparcialaobteng
aodotitulodeBacharelado emEducacaoFisica.

Orientador:Prof. MsC. Dénis Bueno Da Silva
Co-Orientador: Prof. Dr. José Antonio Dias Garcia

MUZAMBINHO
2016



ANALISE DO IMPACTO DE DIFERENTES
INTENSIDADES DE EXERCICIO FiSICO SOBRE A
ATEROSCLEROSE EM CAMUNDONGOS

Danilo de Souza Felipe
Edilson Donizete Felicio
Dénis Bueno Da Silva
José Antonio Dias Garcia

A W DN P

RESUMO:

Atualmente, as doencas cardiovasculares tem se tornado cada vez mais
evidente entre a populacdo brasileira.Véarios fatores de risco contribuem para a
ocorréncia dessas doencas, e dentre eles a dislipidemia. A dislipidemia é dos
precursores para o0 desenvolvimento da aterosclerose.O exercicio fisico em
diferentes intensidades favorece para o equilibrio do perfil lipidico, auxiliando no
desenvolvimento de atividades relacionadas ao processo metabodlico de
gorduras.Diante isso, 0 objetivo desse trabalho foi analisar qual o impacto dos
diferentes intensidades de exercicios fisicos sobre a aterosclerose na artéria aorta
de camundongos submetidos a racdo padrao comercial. O treinamento consistiu de
nove semanas, onde as trés primeiras semanas foram adaptativas, em esteira
rolante. Foram utilizados 28 camundongos nesse estudo. Os resultados mostraram
gue os niveis de HDL foram altos e que um dos quatros grupos foram acometidos
pela aterosclerose. E ap6s discutir os dados, percebemos que o exercicio fisico
possui um papel importante no processo anti-aterogénico.
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1 - INTRODUCAO

Atualmente, as doencas cardiovasculares tem se tornado cada vez mais
evidente entre a populacdo brasileira. Segundo o Ministério da Saude, em 2011
aconteceram mais de 103 mil mortes por doencas do aparelho circulatério, gerando
uma taxa de 58,8 mortes pra cada cem mil habitantes (BRASIL, 2011). Vérios
fatores de risco contribuem para a ocorréncia dessas doencas, e dentre eles a
dislipidemia.

Essa dislipidemia € definida como a disfuncdo do metabolismo das gorduras
impactando nos niveis plasméaticos das lipoproteinas (SANTOS et. al 2015). Existem
diferentes tipos de proteinas, separados de acordo com a densidade. Sao elas:
quilomicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de
densidade baixa (LDL) e lipoproteinas de densidade alta (HDL). Esse distlrbio é um
fator de risco importante para o aparecimento de varias doencas relacionadas ao
sistema cardiovascular, que s&o: Hipertensdo, doencas coronarianas e a
aterosclerose.

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) a aterosclerose é
caracterizada por um processo inflamatorio crénico no qual ocorre uma formacéo de
placa de ateroma na parede interna dos vasos sanguineos. Isso ocorre pelo fato de
gue acontece uma alteracdo na atividade das células endoteliais favorecendo a
passagem de LDL para o espaco subendotelial. E a partir disso, no subendotélio, as
lipoproteinas de baixa densidade sofrerdo oxidacdo e em seguida serdo capturadas
por macrofagos e iniciardo a origem da placa de ateroma (SBC, 2013).

Assim, existem alguns métodos que ajudam na prevengcdo e no tratamento
dessas patologias. Esses métodos podem ser através da utilizacdo de farmacos ou
de exercicios fisicos regulares.

Um importante combatente dessa moléstia € o HDL, que promove essencial
funcd@o de transportar moléculas de colesterol, dos variados tecidos do organismo
para o figado, processo esse conhecido como transporte reverso (LIMA; COUTO,
2006).

A pratica de exercicios fisicos regulares € muito bem indicada por varias
entidades como método benéfico para o ser humano, tanto na prevengdo como no

tratamento de doencas.



O treinamento fisico promove uma diminuigdo nas concentragfes plasmaticas
de triglicerideos, e aumento dos niveis de HDL no plasma (ACCIOLY, 2012).

Além disso, o exercicio fisico em diferentes intensidades favorece para o
equilibrio do perfil lipidico, auxiliando no desenvolvimento de atividades relacionadas
ao processo metabdlico de gorduras. Com isso, elevam-se as concentracdes de
HDL e altera quimicamente as moléculas de LDL, dificultando o surgimento de
placas de ateroma (PRADO; DANTAS, 2002).

Diante isso, 0 objetivo desse trabalho foi analisar qual o impacto dos
diferentes intensidades de exercicios fisicos sobre a aterosclerose na artéria aorta
de camundongos submetidos a ra¢ao padrao comercial.

2 — MATERIAS E METODOS

Animas da Experimentacao

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes dos principios internacionais de manejo dos animais e foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa para cuidados com os animais do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais
(IFSULDEMINAS) com o parecer n°® 5A/2015.

Neste estudo foram utilizados 28 camundongos homozigotos para a auséncia
do gene do receptor de LDL (LDLr-/-), adultos (90 dias de idade) e sedentarios. Os
animais foram adquiridos do biotério da UNIFAL, Universidade federal de Alfenas
(Alfenas — MG) e criados no Laboratério de Experimentacdo Animal do Instituto
Federal do Sul de Minas “Campus Muzambinho” CeCAES, os mesmos foram
distribuidos em gaiolas coletivas e mantidos sobe condicdes de temperatura
ambiente controlada a 23°C (+1) e foto periodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
alimentados com racéo padrao para roedores e agua a vontade.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: TBI —
treinados em baixa intensidade (n=7);TMI — treinados em moderada intensidade

(n=7);TAI — treinados em alta intensidade (n=7); eGS - grupo sedentario (n=7).



Programa do Treinamento Fisico

Antes de dar inicio a adaptacao e ao treinamento fisico em esteira rolante, os
animais foram submetidos a um Protocolo de exercicio fisico méaximo para
determinacdo da intensidade do treinamento, com velocidade inicial a 6m/min e
incrementando 3 m/min a cada trés minutos até a exaustdo do animal, momento em
gue ndo mantém mais o padréao da corrida (FERREIRA et al., 2007).

A intensidade do exercicio foi estabelecida de acordo com a velocidade
méaxima alcancada no teste, onde o grupo TBI realizou um treinamento de 30% a
49% da velocidade maxima, o grupo TMI realizou o treinamento a 50% a 80% da
velocidade maxima, o grupo TAIl realizou o treinamento de 80% a 100% da
velocidade méaxima e o GS néo realizou nenhum treinamento.

O treinamento consistiu de nove semanas onde as trés primeiras semanas
foram de adaptacédo sendo igual para os grupos TBI, TMI e TAI. Ao inicio da quarta
semana foi realizado novamente o protocolo de exercicio fisico maximo para
readequacdo da intensidade trabalhada. A partir da quarta semana, o animal
realizou o treinamento dentro da intensidade proposta tendo aumentos crescentes
tanto na velocidade quanto no tempo, chegando na nona semana na porcentagem

maxima estabelecida por cada grupo.

Desenho do Treinamento Fisico

e Grupo Treinado 80% a 100% da Velocidade Maxima (Alta Intensidade)
Obs.: o grupo treinado em alta intensidade teve a velocidade aumentada até a
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sexta semana, a partir da sétima semana a velocidade foi reduzida e o treinamento

foi dividido em duas secoes.

Grupo Treinado 50% a 80% da Velocidade Méxima (Moderada

Intensidade)
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Para verificar as variag0es lipidicas, os animais ficaram em repouso e apos 48

7z

Séricas

oes

das Concentrac

Determinacao

horas do ultimo treino e em jejum de 12 horas foram coletados os sangues dos

animais pela cauda utilizando o método venopuncdo, foi coletado uma gota de

sangue de 35ul para cada analise de HDL que serdo analisadas pelo aparelho

REFLOTRON por meio de tiras.



Amostras para analise

Ao final das nove semanas de treinamento, os camundongos ficaram sem
alimentacdo por um periodo de 12 horas, e na sequéncia, foram pesados e
anestesiados por via intraperitoneal (IP), usando-se Xilazina/Ketamina (Bayer AS* e
Parke-Davis*) nas concentracdes de 6 a 40 mg/Kg, respectivamente.

Para a remocao da artéria aorta, realizou-se a toractomia. Apds isso, a aorta
foi fixada em formalina a 10%. Em seguida foi incluida em parafina para os
posteriores cortes histolégicos de quatro micrémetros de espessura, de acordo com
Jungueira etal. (1979).

Analise morfolégica e morfométrica da artéria Aorta

Para analise da leséo aterosclerotica, foi utilizado o método de microscopia de
luz, capturando as fotomicrografias através da camera da marca Motic modelo
Moticam 5MP 0.5x, acoplada ao microscopio Optico da marca Motic modelo BA210E.

Foi utilizada a lente de 40x para captura das fotomicrografias.

Anélise Estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica dos grupos envolvidos no estudo

utilizou-se ométodo ANOVA OneWay para medidas repetidas adotando nivel de

significancia de p<0,05.Todos os valores foram mostrados em média e desvio

padrao.

3 - RESULTADOS

A andlise das concentracfes plasmaticas da lipoproteina de alta densidade

mostra que todos 0s grupos tiveram média alta nos valores encontrados (Tabela 1).



Tabela 1. Demonstracdo da média dos valores plasmaticos de HDL entre

0s grupos do estudo.

Grupo GS TBI T™I TAI
N 7 7 7 7
Niveis HDL
plasmatico  90,08+14,84  69,46+21,54 62,66+7,91 84,16+17,75
(mg/dL)

Os valores estdo demonstrados em media e desvio padrdo do respectivo

grupo.Nao houve diferenca significativa.

E na analise morfolégica e morfométrica da artéria aorta, os resultados
encontrados foram interessantes.

O grupo TAI ndo apresentou lesédo aterosclerética. No entanto, identificou-se
que o grupo sedentario apresentou um valor médio de &reade lesdo aterosclerética
de pequena expressividade. Da mesma forma, os grupos de baixa e moderada
intensidade  apresentaram area de lesdo aterosclerética com  pouca

gravidade(Tabela 2 e Anexol).

Tabela 2. Demonstracdo dos valores médiosdasareas de lesao

aterosclerotica dos grupos experimentais do nosso estudo.

Grupo GS TBI TMI TAI
n 7 7 7 7
Area de lesé@o 0,0000+ 0,0001+ 0,0000+ 0,0000=x
aterosclerotica 0,00001 0,00015 0,00004 0,00000
(Squm)

Os valores estdo demonstrados como meédia do respectivo grupo e desvio

padrao. Nao houve diferenca significativa.




4 — DISCUSSAO

Neste trabalho, ao analisar as concentracdes plasmaticas de HDL
percebemos que os animais do grupo GS tiveram os maiores valores do estudo. Na
outra extremidade, no grupo TMI foi observado os menores valores encontrados
nesta pesquisa. Ao compararmos os grupos TBI e TMI, identificamos queem baixa
intensidade os niveis de lipoproteina de alta densidade foram maiores que em
moderada intensidade. A média dos valores encontrados foi elevada ao comparar o
GS do nosso estudo com o trabalho de Garcia et al. (2011) e inferior a Teodoro
(2009) quando comparamos com os grupos TBI e TMI do nosso estudo.

Os animais estudados por ndés, ndo foram acometidos radicalmente pelo
processo inflamatério da aterosclerose na parede da artéria aorta. Uma possivel
explicagéo para isso pode ser o papel do HDL no transporte reverso, lembrando que
identificamos nestes animais altos niveis plasméticos de lipoproteina de alta
densidade.

O grupo TBI apresentou leve lesédo aterosclerdtica. Ao comparar 0S grupos
TBI e TMI, verificou-se que os camundongos TBI tiveram area de leséo
aterosclerética maior que o grupo TMI. No entanto, todos 0s grupos apresentaram a
média da area de lesdo aterosclerética menor que no grupo TBI, pois nos outros
grupos nao se desenvolveu nenhum processo aterogénico.

O fato do grupo treinado em alta intensidade ndo apresentar indicios de
aterogénese pode ser explicado por dois motivos: como primeiro motivo, poderemos
considerar a acdo antioxidante da lipoproteina de alta intensidade, visto os elevados
niveis de HDL notados neste grupo; e como segundo motivo, poderemos considerar
a explicagdo no estudo de Teodoro (2009) que fala que o exercicio de alta
intensidade atua na ativacdo de importantes antioxidantes como as
enzimas Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPX), que podem ser responsaveis pela amenizacéo de cargas de radicais livres,
ajudando na precaucédo da formacao de placas de ateroma. A SOD transforma o
radical livre superoxido em peroxido de hidrogénio e as enzimas CAT e GPX
convertem o peroxido de hidrogénio em agua. Esse mecanismo ainda pode ser a
causa do grupo TBI ter apresentado a maior area de lesdo aterosclerética dentre 0s
grupos do estudo, tendo como hipotese que o exercicio fisico gerou uma quantidade



de EROs maior que a ativagédo das enzimas do sistema de defesa antioxidante, néo
permitindo a homeostase nesse processo metabdlico.

No trabalho de Fernandes et al. (2009) os animais treinados a uma velocidade
meédia de 15km/min e alimentados com dieta normolipidica foram acometidos pela
lesdo aterosclerotica. Isso ndo corrobora com nossa pesquisa, pois 0S animais
TMi(velocidade média de 15 km/h) ndo demonstraram placa de ateroma na parede
da aorta.

Ao analisarmos o grupo GS do nosso estudo, percebemos que ndo houve o
surgimento de lesdo aterosclerdtica. Este fato, ndo se assemelha ao trabalho de
Garcia et al. (2011), onde o grupo sedentario que recebia racdo padrdo para

roedores apresentou placa de ateroma nos camundongos LDLr-/-.

5 — CONCLUSAO

Ao fim desse trabalho, percebemos que o exercicio fisico possui um papel
importante no processo anti-aterogénico. Porém, o impacto do treinamento fisico
nesta patologia pode variar de acordo com a intensidade do exercicio.Tendo em
vista que dentre os grupos treinados deste estudo,0 grupo treinado em alta
intensidade obteve resultados mais positivos quando comparados aos outros
grupos. Vale ressaltar, que esse estudo ndo esclarece de forma precisa a agao anti-
aterogénica do exercicio fisico. Isso porgue outras variaveis merecemser analisadas,
entre elas os marcadores circulantes e teciduais relacionados a inflamacédo da
aterosclerose.

Nesse sentido, faz-se necessério a realizacdo de estudos maisaprofundados

buscando encontrar respostas mais eficazes para tal problematica.
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Anexo 1: Exposicdo da fotomicrografia da artéria aorta de um animal de cada

grupo do estudo.

Grupo Sedentario

Grupo Treinado em Baixa Intensidade
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