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RESUMO

Introducgao: A doenca arterial coronariana (DAC) é a principal causa de morte no pais,
seguida pelo AVC nos ultimos trinta anos e também foi a responsavel pelo aumento
no numero de hospitalizagbes no SUS. Ela tem como base fisiopatoldgica a
aterosclerose. O exercicio fisico promove efeitos que resultam no decréscimo da
incidéncia de eventos cardiovasculares, sendo uma medida para prevencado e
tratamento da aterosclerose e dislipidemias. A recomendagao e prescricdo do
exercicio fisico por parte de diversos profissionais da area da saude € uma situagao
comum, no entanto ha uma necessidade de formas mais simples, baratas e de facil
aplicacdo para determinar sua eficacia na prevencao da aterosclerose.Objetivo:
Determinar a eficacia do exercicio aerdbico na prevencdo da aterosclerose
experimental em coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus) machos submetidos a dieta
hiperlipidica. Material e Método: 15 coelhos albinos, machos da raca Nova Zelandia
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos com cinco animais, a saber: Grupo
Controle (G1) cujos animais receberam ragao e agua ad libitum; Grupo Gema (G2)
ragado e agua ad libitum, mais 20 ml de gema de ovo de galinha dividida em duas
administragdes por dia e o Grupo exercicio (G3) que além dos 20 ml de gema, fez um
protocolo de exercicio aerobico cinco dias por semana, com intensidade moderada,
durante 60 minutos por dia, numa esteira motorizada de uso humano adaptada com
um curral de MDF. O sangue foi coletado em 4 momentos (instante inicial, com 33, 66
e 99 dias) para verificar o lipidograma e apds o 99° dia de experimento os animais
foram submetidos a eutanasia para retirada do arco aodrtico e analise histologica,
morfométrica e imuno-histoquimica. Para analise das variaveis continuas, os dados
foram descritos por meio de média e desvio-padrao, além de mediana e intervalo
interquartilico. Foi realizado inicialmente o teste de normalidade de shapiro-wilk para
verificar a distribuicdo dos dados. Diante de distribuicdo normal, foi executado o teste
one-way ANOVA com o pods-teste de Bonferroni; para distribuicdo anormal, foi
executado o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Resultados: O grupo
exercicio apresentou menor espessamento da camada subendotelial e da camada
média que o grupo Gema; apresentou niveis mais baixos de Colesterol total (CT),
Triglicerideos (TG), Lipoproteina de baixa densidade (LDL) e melhores niveis de
Lipoprotéina de alta densidade (HDL) e ainda menor expressao do marcador CDG8.
Os valores das médias do tamanho do espessamento da camada subendotelial dos
Grupos Gema e Exercicio foram colocados numa regra de 3 simples para obtecao de
um percentual. Conclusao: O exercicio fisico aerdbico mostrou-se eficaz na
prevencao da aterosclerose experimental, sendo sua eficacia de 18% na redugao do
espessamento camada subendotelial. O grupo G3 apresentou em relagdo ao grupo
G2 melhora nos valores do lipidograma e menor expressao do marcador inflamatorio
CD68. Portanto, o exercicio fisico aerobico € um método eficaz de prevenir
aterosclerose, atuando fortemente na parede arterial, melhorando os seus aspectos
morfolégicos e morfométricos, sobretudo do endotélio. A sua pratica pode ser a chave
para se obter melhores condi¢cdes da saude vascular.

Palavras — chave: Aterosclerose. Exercicio aerébico. Coelho.



ABSTRACT

Introduction: Coronary artery disease (CAD) has been the leading cause of death in
Brazil, followed by stroke over the past thirty years, and has also been responsible for
the increase in the number of hospitalizations in the SUS. Its pathophysiological basis
is atherosclerosis. Physical exercise promotes effects that result in a decrease in the
incidence of cardiovascular events, being a measure for the prevention and treatment
of atherosclerosis and dyslipidemia. The recommendation and prescription of physical
exercise by several health professionals is a common situation, however there is a
need for simpler, cheaper and easy-to-apply ways to determine its effectiveness in
preventing atherosclerosis. Objective: To determine the effectiveness of aerobic
exercise in preventing experimental atherosclerosis in male albino rabbits (Oryctolagus
cuniculus) subjected to a high-fat diet. Material and Method: Fifteen male albino New
Zealand rabbits were randomly distributed into three groups of five animals, namely:
Control Group (G1), whose animals received food and water ad libitum; Yolk Group
(G2), food and water ad libitum, plus 20 ml of chicken egg yolk divided into two
administrations per day; and Exercise Group (G3), which, in addition to the 20 ml of
yolk, performed an aerobic exercise protocol five days a week, at moderate intensity,
for 60 minutes per day, on a motorized treadmill for human use adapted with an MDF
corral, as well as food and water ad libitum. Blood was collected at four times (initial,
33, 66 and 99 days) to check the lipid profile, and after the 99th day of the experiment,
the animals were euthanized for removal of the aortic arch and histological,
morphometric and immunohistochemical analysis. For analysis of continuous
variables, data were described using mean and standard deviation, as well as median
and interquartile range. The Shapiro-Wilk normality test was initially performed to verify
data distribution. In the case of normal distribution, the one-way ANOVA test with
Bonferroni's post-test was performed; for abnormal distribution, the Kruskal-Wallis test
with Dunn's post-test was performed. Results: The exercise group presented less
thickening of the subendothelial layer and the media layer than the Yolk group; it
presented lower levels of total cholesterol (TC), triglycerides (TG), low-density
lipoprotein (LDL) and better levels of high-density lipoprotein (HDL) and also lower
expression of the CD68 marker. The values of the means of the size of the thickening
of the subendothelial layer of the Yolk and Exercise Groups were placed in a simple
rule of 3 to obtain a percentage. Conclusion: Aerobic exercise is effective in
preventing experimental atherosclerosis. Its efficacy is 18% in reducing subendothelial
layer thickening. Group G3 showed improved lipid profile values and lower expression
of the inflammatory marker CD68 compared to group G2. Therefore, aerobic exercise
is an effective method of preventing atherosclerosis, acting strongly on the arterial wall,
improving its morphological and morphometric aspects, especially the endothelium. Its
practice may be the key to achieving better vascular health conditions.

Keywords: Atherosclerosis. Aerobic exercise. Rabbit.
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1 INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo a causa numero 1 de morte no Brasil.
Entre as DCV, a doenca arterial coronariana (DAC) foi a principal causa de morte no
pais, seguida pelo AVC entre 1990 e 2019. Em 2019, houve 171.246 mortes atribuidas
a DAC no Brasil, correspondendo a 12% do total de mortes no pais e a 43% de todas
as mortes por DCV. E o numero de hospitalizacbes por IAM no sistema publico
aumentou 54% de 2008 a 2019, ajustado para a populagao (OLIVEIRA et al., 2022).

A DAC tem como base fisiopatologica a aterosclerose, que ocasiona alteragéo
no fluxo de sangue pelas coronarias. A aterosclerose € uma doenca complexa
resultante de um processo inflamatdrio lento e progressivo das células que envolvem
sobretudo a camada endotelial das artérias, mas também a camada média e a
adventicia, resultando no estreitamento do luz arterial e, consequentemente, a
diminuicao da irrigagdo do miocardio (CASTRO e ROCHA, 2022).

Varios fatores que podem colaborar para o desenvolvimento da aterosclerose
estao frequentemente presentes, em pacientes com doenca arterial coronariana, tais
como dislipidemia, hipertensdo arterial, tabagismo, diabetes, obesidade
(NASCIMENTO et al., 2022; PRECOMA, et al., 2019), alimentagdo inadequada,
baixos niveis de atividade fisica (LEVULA et al., 2012) e ainda fatores etarios e
genéticos (LUSIS, 2000).

A geragao da placa aterosclerética principia-se com a agresséo ao endotélio do
vaso sanguineo pelos fatores de risco ja citados. Como resultante, a disfungao
endotelial eleva a permeabilidade do endotélio as lipoproteinas plasmaticas,
cooperando para a retencdo destas no espago subendotelial. As particulas de LDL,
entdo, sado retidas e sofrem oxidacao. Este acumulo de lipoproteinas na parede arterial
€ 0 processo principal para a aterogénese (FALUDI et al., 2017).

O tratamento das doencas cardiovasculares envolve o uso de farmacos
especificos e a adesdo a intervengdes ndo farmacolégicas (ROHDE et al., 2018).
Estas n&o farmacoldgicas estdo relacionadas com mudangas no estilo de vida, sendo
enfaticamente recomendadas na prevencao, tendo em vista que a nao exposi¢cao aos
fatores de risco pode fazer com que o numero de mortes ligadas a DAC diminua
significativamente (FORD et al., 2005; WARREN et al., 2010).

O exercicio tem sido utilizado como uma importante ferramenta nao

farmacolégica na prevengao. Os efeitos positivos obtidos pela sua execugédo sob a
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saude, de uma forma geral, sdo inquestionaveis. Ele provoca no sistema
cardiovascular a redugao do colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade
(LDL), triglicerideos (TG), pressao arterial, melhora nos niveis séricos de colesterol e
lipoproteina de alta densidade (HDL) (ABETE et al., 2011).

A pratica regular de exercicios resulta em inumeros beneficios como aumento
da capacidade funcional, melhora na composicao corporal, na resisténcia a insulina,
na fungcdo endotelial, no estado antioxidante e na qualidade de vida
(GHORBANZADEH et al., 2017; NADERI et al., 2019; GOMES et al., 2017). Além
desses beneficios, pelo treinamento aerdbico os pacientes ateroscleréticos podem
apresentar melhorias da reatividade arterial e da espessura da camada subendotelial
(SASAKI e SANTOS, 2006).

E de conhecimento os efeitos que o exercicio fisico promove, resultando no
decréscimo na incidéncia de eventos cardiovasculares (O’'DONOVAN et al., 2010).
Tal fato levou a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007) a recomendar a pratica
regular, de 3 a 6 vezes/semana, com duragado de 30 a 60 minutos e em intensidade
moderada para prevencgao e tratamento da aterosclerose e dislipidemias.

Mesmo sendo a recomendacao e prescricado do exercicio fisico, por parte de
diversos profissionais da area da saude, uma situagado comum, ha a necessidade de
estudos para determinar a sua eficacia na prevengao da aterosclerose experimental,
com formas de avaliagdo mais simples, baratas, de facil aplicacdo e que possam ser
usadas mais rotineiramente. Saber isto implicara em prescricdes mais eficazes e a
melhor utilizagdo da combinacao do exercicio com outras medidas terapéuticas.

Portanto, se faz importante saber: qual é a eficacia do exercicio aerdbico na
prevencdo da aterosclerose experimental em coelhos albinos submetidos a dieta
hiperlipidica?
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Descrigao da Aterosclerose

2.1.1 Consideracdes Gerais sobre a aterosclerose

Etimologicamente, a palavra aterosclerose vem do grego “athero” - papa,
mingau e “sclerosis” — endurecimento (ROSS, 1992) . A aterosclerose € uma doencga
cronico-degenerativa caracterizada pelo estreitamento do luz arterial pela deposi¢céao
de gorduras e formagao de placas lipofibréticas (ROSS, 1992; BOYLE et al., 1997;
BHATTACHARRYA e LIBBY, 1998).

E uma doenca inflamatéria crénica, cuja origem é multifatorial na qual ocorre
em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada endotelial
das artérias, de médio e grande calibre (ROSS,1999).

3.1.2 Epidemiologia

A doenca cardiovascular aterosclerética (ASCVD) € uma das principais causas
de morte em todo o mundo. Em 2015, a doencga cardiovascular afetou cerca de 422,7
milhdes de pessoas e causou um numero estimado 17,9 milhdes de mortes em todo
o mundo, sendo até 31% das mortes globais foram devido a ASCVD (ROTH et al.,
2017; MOZAFFARIAN, 2017).

Nos EUA e na UE, ASCVD é responsavel por 33-40% de todas as causas de
mortalidade em qualquer idade e um custo econdmico total de $ 297,7 bilhdes e € 196
bilhbes em 2008, respectivamente. ASCVD ¢é a principal causa de morte na UE, e a
carga de doengas de ASCVD nos EUA & maior do que a de qualquer outra doenga
cronica (ROGER et al., 2012).

As doencas cardiovasculares ndo sao apenas doencas de paises de alta renda.
Nas ultimas décadas, cresceu desproporcionalmente em populagdes de baixa renda
e paises de renda média, onde ocorrem mais de 80% das mortes por doencas
cardiovasculares (WHO, 2014; MATHERS e LONCAR, 2006).

De acordo com uma revisao feita por Song et al. (2020) até 2030, prevé-se que
aproximadamente 23,6 milhdes de pessoas morrerdao anualmente de doencas
cardiovasculares. O fardo enorme e ainda crescente de doencgas cardiovasculares em
individuos, familias e sistemas de saude indica uma necessidade urgente de pesquisa

sobre doenca aterosclerética e implementacdo de medidas preventivas.
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2.1.3 Fatores de risco

De acordo com certas condicbdes, caracteristicas ou habitos o risco de
desenvolver aterosclerose aumenta. A maioria dos fatores de risco podem ser
controlados, retardando ou evitando a aterosclerose

A seguir segue de forma sucinta os principais fatores citados (Rafieian-Kopaei

et al., 2014), estao citados na tabela 1.

Tabela 1: Fatores de risco para aterosclerose.

Niveis elevados de colesterol total

Niveis elevados de LDL
Niveis elevados de ftriglicerideos
Niveis baixos de HDL
Habito de fumar
Excesso de peso
Hipertensao arterial sistémica
Alimentagéao rica em gordura
Fatores genéticos
Fatores etarios
Sedentarismo
Diabetes
Alcool
Estresse

Elevados niveis de proteina C reativa — PCR

Fonte: Autor (2024).

2.1.4 Fisiopatologia

A parede arterial, vista na figura 1, € de acordo com Gonzalez-Clemente et al.
(2021) constituida por 3 camadas ou tunicas: (1) o endotélio, formado por células
endoteliais, alguns autores denominam esta camada de intima; (2) a tunica média,
formada por células musculares lisas vasculares — VSMCs, elastina, colageno fibrilar

e outras proteinas que integram a matriz extracelular — ECM, alguns autores
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denominam esta camada de muscular; e (3) a tunica adventicia, formada por
fibroblastos, colageno e, em arterias maiores, vasa vasorum.

Figura 1 — Camadas que formam a parede de uma artéria normal.

Intima
(endothelial cells)

Media
(elastin, fibrillar collagen,
ECM and VSMCs)

Adventitia
(fibroblasts, collagen
and vasa vasorum)

Fonte: Gonzalez-Clemente et al. (2021)

Como ja descrito anteriormente, a aterosclerose se caracteriza pelo acumulo
de lipidios, elementos fibrosos e calcificagdo dentro da parede das artérias (ver figura
2). A partir da ativacdo do endotélio, segue-se uma cascata de eventos que levam a

formacgao de placas de ateroma, conforme veremos a seguir.

Figura 2 - Parede arterial apresentando aterosclerose: A placa é evidente
imediatamente abaixo do endotélio, no local chamado de espaco subendotelial. Setas
estao indicando as camadas e a placa.

Endothelium ™

Smooth Muscle

L]
adventicia ( L Plague _

Fonte: Gonzalez, et al. (2009)
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O endotélio vascular € um tecido ativo e dindmico com caracteristicas
importantes na manutencao da circulagdo sanguinea (PAGAN, GOMES, OKOSHlI,
2018). Ele é caracterizado por uma unica camada de células endoteliais que reveste
o interior dos vasos sanguineos atuando como uma camada protetora entre os demais
tecidos e o sangue circulante (STORCH et al., 2017).

Considera-lo como uma camada inerte e estabelecer o conceito de que é
interface ativa entre o que esta dentro e o que esta fora do vaso sanguineo
vem se tornando desatualizado, tendo em vista que o endotélio ndo apenas controla
o0 movimento de pequenas e grandes moléculas, até mesmo de células inteiras, mas
também, mantém a estrutura da parede vascular (CARVALHO et al., 2001).

Além do controle da permeabilidade vascular, ele tem capacidade significativa
na homeostase, na proliferagdo celular, nas respostas imunoldgicas e inflamatérias,
no tono vascular, na modulagdo da expressao fenotipica e nas funcdes da célula
muscular lisa. Tais capacidades devem-se, em grande parte, a sintese de varios
fatores vasoativos dependentes dessa estrutura (PERSSON, 2015; PAGAN et al.,
2018; KISELEVA et al., 2018).

Embora o endotélio desempenhe todas essas funcdes acima, a sua disfuncéo
esta automaticamente associada a perda da sua vasodilatacdo dependente
(FERNANDES, LAURINDO, 2010; PAGAN et al., 2018), sendo influenciada por varios
fatores de risco cardiovascular, ja citados na sessdo anterior (FERNANDES,
LAURINDO, 2010).

Quando ocorre alteracdo na funcdo do endotélio em resposta a acgdes
mecanicas, como ocorre na hipertensao arterial sisttmica (HAS), as reacgdes
imunologicas e quimicas refletem o primeiro passo fisiopatoldgico da ativagado dos
mecanismos envolvidos na aterosclerose (MELO et al., 2007; STORCH et al., 2017,
GOWDAK, 2020).

Locatelli et al. (2009) e Sousa e Ribeiro (2019) retratam que fatores de risco
para aterosclerose genéticos e adquiridos, atuando em conjunto podem determinar
sua ocorréncia em mais de 50% da populagdo adulta mundial (FREITAS et al.,
2008), podendo ter inicio na infancia com progressao na adolescéncia e na vida
adulta (CIMADON, GEREMIA, PELLANDA, 2010).

No local da agressdo ao endotélio, células inflamatdrias invasivas produzem

varios fatores pro-inflamatérios que aumentam o grau de inflamagéo, tanto local
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quanto sistémico. Essas alteragcbes precoces em nivel celular e subcelular que
precedem as manifestacdes clinicas da aterosclerose estdo associadas a perdas
importantes das multiplas fungdes fisiologicas do endotélio, ja citadas (MELO et al.,
2007).

Segundo JEBARI-BENSLAIMAN, et al. (2022), o poprio fluxo de sangue
fisiolégico pode causar dano ao endotélio. Na figura 3A vemos que em segmentos de
vasos retos o estresse de cisalhamento é fisiolégico com fluxo laminar, mas nos
pontos de bifurcagdo, como no arco da aorta o fluxo é turbulento, aumentando este
estresse de cisalhamento. Na figura 3B, pode ser visto que o fluxo turbulento promove
disfuncéo endotelial e infiltragao de LDL, o que constitui o primeiro passo da formagao
da placa de ateroma. Ao contrario, areas de baixa curvatura do sistema vascular
sujeitas a maior estresse de cisalhamento sao atero-protegidas.

A exposicao prolongada ou repetida a fatores de risco cardiovasculares resulta,
além da disfuncédo, na possibilidade das suas células perderem a integridade e
progredir para a senescéncia com perda de aderéncia célula-célula, se destacando
para a circulagao (WOYWODT et al., 2002; GIRIBELA et al., 2011).

Varios marcadores circulantes de inflamagao vascular e disfuncdo endotelial
tém sido estudados. A associagao entre as moléculas de adesao celular (P-selectina,
L-selectina, E-selectina, ICAM-1, VCAM-1e PECAM-1), integrinas e proteina C reativa
(hsPCR) e a vasodilatagcdo medida por fluxo (VMF) mostram-se importante em
estudos populacionais. Outros marcadores plasmaticos/séricos relacionados a
disfuncdo endotelial sédo: fator Von Willbebrand, PAI-1, fibrinogénio e substancia
amioléide-1 (MELO et al., 2007; STORCH et al., 2017).

A geragao da placa aterosclerética principia-se com a agresséo ao endotélio do
vaso sanguineo (ver figura 3B), ocasionando a elevagcdo na permeabilidade da
camada endotelial as lipoproteinas plasmaticas, cooperando para a retencao destas
no espacgo subendotelial. As particulas de LDL, entdo, sao retidas e sofrem oxidacéo,
expondo, com isso, diversos novos epitopos que as tornam imunogénicas (FALUDI et
al., 2017).
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Figura 3 — A) Efeito dos padrbes de fluxo e do estresse de cisalhamento em
bifurcagbes arteriais no desenvolvimento da placa aterosclerética. B) Mecanismo
fisiopatoldgico de formagao da placa apds agressao ao endotélio.
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Fonte: JEBARI-BENSLAIMAN, et al. ( 2022).
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A deposicéao lipidica desencadeia uma resposta inflamatéria, com adesao de
mondcitos ao endotélio, transmigracdo dos mondcitos do endotélio até a camada
subendotelial, onde se diferenciam em macréfagos. Estes macréfagos fagocitam as
lipoproteinas, mas por serem incapazes de eliminar os lipidios fagocitados, acabam
se tornando células espumosas. Quando as células espumosas morrem seu conteudo
lipidico contribui para a evolugao da doenca (GOTTLIEB, BONARDI, MORIGUCHI,
2005; LIBBY, 2002; LUSIS, 2000; GERBER, ZIELINSKY,1997; ROSS, 1999; ROSS,
1990). E importante ressaltar que o acumulo de lipoproteinas na parede arterial
transcorre de forma proporcional a concentragéo destas lipoproteinas no sangue. A
emergéncia de moléculas de adesao leucocitaria na superficie endotelial é incitado
pela presenga de LDL oxidada. As moléculas de adesdo sao incumbidas de atrair
mondcitos e linfécitos para a intimidade da parede arterial. Impelidos por proteinas
quimiotaticas, os mondcitos deslocam-se em direcdo ao espaco subendotelial, onde
se diferenciam em macréfagos, que, por sua vez, captam as LDL oxidadas (FALUDI
et al., 2017).

As células espumosas sdo o principal elemento componente das lesdes
macroscopicas iniciais da aterosclerose, chamadas de estrias gordurosas. Quando
ativados, os macrofagos séo, em sua maioria, responsaveis pela evolugao da placa
aterosclerdtica por meio da liberacdo de citocinas, que expandem a resposta
inflamatoria, e de enzimas proteoliticas, aptas a degradar colageno e outros
componentes teciduais locais (FALUDI et al., 2017).

Além desse papel, os macréfagos do tecido adiposo sdo responsaveis por
promover um circulo vicioso (visto na figura 4) a medida em que produzem novos
monocitos secretando IL-13, ou seja, os macrofagos do tecido adiposo geram mais
macrofagos, liberando fatores enddcrinos que induzem a geragdo de mondcitos na
medula 6ssea remotamente. Este aumento de monécitos também pode ampliar o pool
de mondcitos sistémicos disponiveis para o recrutamento para outros locais,
especialmente placa aterosclerotica (NAHRENDORF, SWIRSKI, 2015).
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Figura 4 — Circulo vicioso de iniciacdo da aterosclerose. A medida que o
“circulo vicioso” progride, o LDL é depositado tanto dentro das células quanto na
matriz extracelular, e cristais de colesterol se formam. A lesdo inicial aumenta de
tamanho e aparece como uma faixa amarela plana visivel no lado luminal do vaso.
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Fonte: criada a partir de JEBARI-BENSLAIMAN, et al. ( 2022).

As placas de ateroma possuem um padrao de crescimento que vai em direcao
a camada adventicia, contudo, quando sua expansao alcanga um ponto critico, a
placa aterosclerética altera seu padrdo indo em diregdo ao luz do vaso/artéria,
podendo obstrui-lo completamente e/ou comprometer o fluxo hemodinadmico,
resultando na ativacédo da cascata de coagulagao e formagao de trombos que podem

gerar complicacgées futuras (LUSIS, 2000).
2.1.5 Complicagdes
A aterosclerose € resultante de um processo inflamatério lento e progressivo

das células que envolvem sobretudo o endotélio das artérias, mas também as
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camadas média e a adventicia, ocasionando o estreitamento do luz arterial e,
consequentemente, a diminuicdo do fluxo sanguineo (CASTRO e ROCHA, 2022).

Embora qualquer artéria possa ser afetada, os principais alvos da doenca séo
a aorta, as artérias coronarias e as cerebrais. De acordo com o grau de obstrucéo,
espessamento da parede das artérias coronarias e instabilidade da placa de ateroma,
a aterosclerose pode ocasionar angina, infarto do miocardio, acidente vascular
encefalico (AVE) e, até mesmo, levar a morte subita (GOTTLIEB et al., 2005). Na
figura 5 podemos observar as consequéncias da aterosclerose, quando acomete os
vasos de algumas partes do corpo humano.

Estudos tém sugerido duas fases interdependentes na evolugédo da doenca
aterosclerodtica (FUSTER, 1994; BADIMON et al., 1993):

1. Fase aterosclerdtica, na qual predomina a formacédo anatdémica da leséo
aterosclerdtica sob a influéncia dos fatores de risco aterogénicos classicos e que leva
décadas para evoluir. Devido a sua histéria lenta e gradual, sua evolugao geralmente
néo traz consigo manifestagdes clinicas dramaticas;

2. Fase trombdtica, nesta a influéncia dos fatores de risco trombogénicos
determina a formagao aguda de trombo sobre a placa aterosclerética, fendmeno este
diretamente ligado aos eventos isquémicos agudos como como infarto do miocardio,

angina instavel e morte subita.

2.1.6 Diagnostico

Sabe-se que o desenvolvimento de disturbios séricos e lesdes endoteliais
podem ser avaliados e monitorados por meio de exames laboratoriais de rotina, como
o lipidograma, através analise de amostras de sangue coletado (GERBER,
ZIELINSKY, 1997).

Até hoje, também tem sido realizado métodos como avaliagcdo do
eletrocardiograma (ECG) tanto em repouso quanto durante atividade fisica, avaliagéo
do indice de Pressao Tornozelo-Braquial (ABPI) e a angiografia invasiva.

A detecgdo dos estagios primarios da aterosclerose pode ser feita pela
observagdo de algumas alteragbes da parede arterial. (GHORBANZADEH et al.,
2017).
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Figura 5 - Consequéncias da aterosclerose: Dissecgdo da aorta toracica,
ataque cardiaco, angina, isquemia miocardica, estenose da arteria renal, disfungéo
renal, AVC isquémico, AVC transitorio, doenca arterial periférica no membros,
claudicacao, aneurisma de aorta abdominal.

" » Brain: stroke (as a result of embolus
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limited blood flow

Fonte: criada a partir de JEBARI-BENSLAIMAN, et al. ( 2022).

Atualmente, a visualizagao de placas é possivel com a ajuda de métodos de
imagem nao invasivos. A pratica clinica emprega varios métodos para imagem de
placas, incluindo ultrassom, ressonancia magnética (RM), tomografia
computadorizada (TC), tomografia por emissdo de pésitrons (PET) e tomografia
computadorizada por emissao de féton unico (SPECT), (POZNYAK et al., 2023).

Além dos métodos de imagem mencionados, os lipossomas podem servir como
agentes de diagndstico para a detecgdo precoce nao invasiva da ateroscleros. Os
agentes de imagem lipossomal transmitem sinais diretamente do local de uma leséo,
0 que torna possivel localizar a placa, para identificar seu tamanho e estrutura, sendo
responsaveis pela transferéncia e administracdo de agentes de contraste, o que
melhora a qualidade da resolu¢ao da imagem (POZNYAK et al., 2023).

Um método de imagem especifico é selecionado com base no estagio de

desenvolvimento da placa. Por exemplo, a disfungdo endotelial em um estagio inicial
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pode ser diagnosticada por medidas funcionais, como tonometria arterial periférica
(PAT), e também pode ser visualizada por PET e TC. Usando ultrassom intravascular
coronario, ressonancia magnética e tomografia computadorizada coronaria, lesdes
mais progressivas com acumulo de lipidios podem ser encontradas. Placas
expandidas podem ser encontradas usando tomografia computadorizada de feixe de
elétrons (CHISTIAKQV, et al., 2015; Sl et al., 2018).

2.1.7 Tratamento/Prevencgao

O tratamento para aterosclerose deve ser indicado pelo médico e tem como
objetivo reduzir as placas de gordura que estdo presentes no interior dos vasos,
favorecendo a circulagdo sanguinea. Para isso, podera prescrever o uso de
medicamentos, a realizagdo de cirurgia, e a mudanga no estilo de vida (CRUZ e
ANDRADE, 2022).

A escolha do tratamento farmacolégico ndo deve levar em conta apenas o
efeito sobre a dislipidemia, mas, sobretudo, o efeito sobre a morbimortalidade
cardiovascular, que constitui o principal motivo pelo qual o medicamento é utilizado.
As classes de medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento, assim como
para a prevengao ou redugao da aterosclerose, sao os agentes hipolipemiantes
(CABRAL et al., 2017) e ainda de farmacos que atuam sobre outros fatores de risco
(SPOSITO et al., 2007). Eles estao listados na tabela 2.

O tratamento cirurgico € indicado somente nos casos avangados e pode ser
feito através da cirurgia aberta ou pela técnica endovascular. Na cirurgia aberta, sao
feitos incisdes para acesso a artéria acometida e revascularizagdo do érgao afetado.
Este procedimento pode envolver a retirada da placa que esta obstruindo a artéria ou
a insergdo de pontes ou prétese com veia safena para levar sangue ao local da
obstrugao (SANTO e BELCZAK, 2015).

A técnica endovascular, outra forma de desobstrugdo das artérias, € um
procedimento minimamente invasivo. Com um pequeno acesso na regido inguinal, de
aproximadamente 2 mm, sdo introduzidos cateteres e fios-guias que fazem a abertura
do local obstruido com a utilizagdo de baldes de angioplastia. Em alguns casos se faz
necessaria a utilizagao de stents, que sao dispositivos metalicos cilindricos, para a

manutengdo do local tratado que esta aberto (COSTA, 2011).
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Tabela 2: Classes medicamentosas usadas no tratamento da aterosclerose.
HIPOLIEMIANTES OUTROS FARMACOS

Estatinas Inibidores da enzima conversora da
angiotensina

Fibratos Antiplaquetarios
Niacina Betabloqueadores
Resinas Bloqueadores de canais de calcio
Inibidores da absorgao intestinal de Diuréticos
colesterol
Nitratos

Fonte: Autor, 2024.

A prevencdo primaria se da através de modificacdo dos fatores de risco:
abstencao ou interrupgao do fumo de cigarros, controle da hipertenséo, controle do
diabetes mellitus, controle da hipercolesterolemia, reducdo de peso através do
controle da ingestdo caldrica total, juntamente com o aumento de exercicios,
moderagao no consumo de alcool, e mais importante ainda, a redugao dos niveis
sanguineos totais de colesterol total e de colesterol LDL, enquanto aumenta a
concentragao das HDL (BATHOUNI, 1997; SUMIDA et al., 2018).

A mudanca do estilo de vida consiste na pratica de habitos saudaveis que
proporciona a diminuicdo do risco de desenvolver essa e outras doencas
cardiovasculares futuramente. A atividade fisica regular, impede o acumulo de gordura
nas artérias, desenvolve a formagao de vasos sanguineos mais saudaveis e melhora
a circulacao sanguinea (MARQUES, 2010). Posteriormente, destinamos toda a se¢éo
3.2, para descrevermos o exercicio fisico como adjuvante no tratamento e prevengéo

da aterosclerose.

2.1.8 Modelo experimental de aterosclerose em coelhos

Os coelhos tém sido utilizados vastamente para estudar o desenvolvimento de
aterosclerose em humanos, pelo rapido desenvolvimento das lesdes produzidas com

suplemento de colesterol na dieta, alcancando hipercolesterolemia moderada com
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niveis de colesterol plasmaticos na faixa de 200 a 800 mg/dl, podendo ser superior a
1.000 mg/dI, que causa lesao (SUZUKI YEUNG, IKENO, 2008; DORNAS et al., 2010).

O coelho (Oryctolagus cuniculus) é filogeneticamente o parente mais proximo
dos roedores, e tem sido utilizado para a investigagao da patogénese e tratamento de
muitas doengas humanas, incluindo a aterosclerose (ZHANG, XU, LI, 2009;
CONSTANT, 2004).

Quando alimentados com dieta enriquecida em gordura saturada, aumentam
0s niveis plasmaticos de colesterol devido a lenta excre¢cdo de colesterol exdgeno
(IHARA et al., 1998; LANCELLOTTI, BOARELLI, MONCLUS, 2010). Este aumento
significativo na concentragao de colesterol plasmatico é devido a alimentagdo com
ragao suplementada com gema de ovo (JALDIN et al., 2006), pois cada ovo de galinha
apresenta concentragéo de colesterol de 956 mg/l/100g (RAMALHO et al., 2007).

Entre os modelos de animais ja estudados, como o cachorro e o rato, por
exemplo, o coelho tem a tendéncia de apresentar hipercolesterolemia em poucos dias
com administracdo de uma dieta rica em colesterol (FINKING; HANKE, 1997; IHARA
et et al., 1998; DORNAS et al., 2009; SINGH et al., 2009).

Tal fato torna esse modelo animal mais frequentemente estudado, com relagao
a aterosclerose, sendo o mais utilizado o coelho albino da raca Nova Zelandia, por
suas varias caracteristicas — apresenta lesdes semelhantes em estrutura e
composi¢cao encontradas em humanos — e também serve para avaliar os efeitos
sobre o metabolismo de lipoproteinas, quando alimentados com colesterol, pois os
coelhos sdo muito sensiveis a gordura dietética e ao colesterol, portanto, podem
desenvolver rapidamente hiperlipidemia e aterosclerose (FINKING; HANKE, 1997;
HANSSON, NICOLETTI, 2001; DORNAS et al., 2009; SINGH et al., 2009; WAQAR et
al., 2010; ZHANG; XU; LI, 2010).

Em 1912, na Alemanha, o médico Nikolai Anitchkow utilizou pela primeira vez
a gema de ovo de galinha em coelhos com produgao de aterosclerose na aorta
(CONSTANT, 2004). Nesta primeira vez que aterosclerose foi induzida em coelhos ,
eles foram alimentados com gema de ovo e colesterol puro e teve resposta em
algumas semanas de dieta. A aorta de 90% destes animais apresentou placas
acinzentadas semelhantes as das coronarias de homens vitimas de infarto do
miocardio. Posteriormente, concluiu-se que o colesterol ndo era o unico responsavel

pelos aparecimentos das placas ateroscleréticas, uma vez que repetiu os
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experimentos em ratos e cachorros e nao obteve o mesmo resultado (ANITSCHKOW;
CHALATOW,1913).

ApGs 65 anos da experiéncia em induzir aterosclerose com gema de ovo, trés
grupos americanos utilizaram colesterol purificado em coelho e verificou a presenca
de ateroma (CONSTANT, 2004).

Santos (2008) utilizou 42 coelhos, testando varias dietas hiperlipidémicas como
banha de porco, colesterol puro e gema de ovo de galinha — em que um grupo foi
alimentado com 20 mL de gema de ovo de galinha, a dieta foi dividida e administrada
em duas tomadas. O ovo apresenta alto teor de colesterol (997,5 mg/100) e lipidios
totais (28,7 g/100), demonstrando ser um modelo eficaz na indugéo da aterosclerose
e de baixo custo. Os autores obtiveram com eficacia, em 99 dias de experimento,
espessamento de endotélio, células espumosas e fibrose arterial.

Jaldin et al. (2005) realizaram experimento com 14 coelhos jovens, com peso
aproximado de 1.200 kg, divididos em dois grupos de sete animais: grupo G1- controle
recebeu ragdo comercial, e grupo G2-dieta suplementada, contendo uma gema de
ovo, acrescida de 13,5 ml de 6leo de milho para cada 150 g de ragdo comercial,
durante 3 meses. Foram observados niveis plasmaticos de CT, HDL e triglicerideos.
A parte toracica e abdominal da aorta, renais, bifurcacao iliaca da aorta e as artérias
femorais foram analisadas para verificar a lesdo dos vasos. Foram encontradas
células espumosas na parte abdominal da aorta, renal, carétidas e femoral.

Assim, o coelho € um animal que pode ser utilizado a baixo custo, & de facil
manipulagéo e ja ha um modelo experimental para indugcado de aterosclerose bem
desenhado. Pode-se acompanhar por meio de analises de amostras de sangue neste
animal, os niveis do perfil lipidico ao longo do experimento. Também ja é utilizado em
outros trabalhos e artigos publicados com desfecho semelhante, o que facilita a
analise dos resultados encontrados e a comparacdo com outros autores.

Varios autores descrevem diferentes modelos de aterosclerose experimental,
muitos deles, sem descricdes claras dos métodos e na maioria das vezes utilizando
colesterol puro misturado a ragdo, o que torna o experimento mais caro e complexo.
Sendo assim a descricdo do modelo animal usada no presente trabalho foi fruto da
primeira dissertacdo de mestrado do PPGCS — UFAL, na qual nosso orientador, Célio
Rodrigues, objetivando a padronizagdo de um modelo de dieta experimental simples,
facilmente reprodutivel e de baixo custo, testamos trés diferentes modelos de dieta
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experimental para verificar qual destas é mais eficaz. Foram utilizados 42 coelhos de
raca Nova Zelandia adultos machos e ao final do trabalho concluiu-se que a
administracado de 20 ml de gema crua de ovo de galinha é funcional, mais barata e
mais eficaz para modelos experimentais que envolvam estudos do perfil lipidico e
producao de aterosclerose experimental (DA SILVA, DOS SANTOS, RODRIGUES,
2023).

2.2 Exercicio Fisico

2.2.1 Consideragdes gerais

O exercicio fisico € uma atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva, que
tem como finalidade aumentar ou manter a saude e a aptidao fisica (MORAES et al.,
2007). Pode proporcionar beneficios, dentre os quais a melhora do condicionamento
fisico, diminuicdo da perda de massa 0ssea e muscular, aumento da for¢a, melhora
da coordenacao e equilibrio, redugcdo da incapacidade funcional, diminuicdo da
ansiedade, depresséao e doencas fisicas, promocao da melhoria do bem-estar e humor
e a reducao da PA (FOUNTOULAKIS, 2003).

O exercicio possui um efeito protetor, estando associado a redugao dos fatores
de risco cardiovascular e menor morbidade e mortalidade quando se comparam
pessoas que praticam com as que nao o praticam (MYERS et al., 2002; FAGARD,
2006).

2.2.2 Prevencgéao de eventos cardiovasculares por meio do exercicio fisico

A importancia terapéutica e preventiva do exercicio foi evidenciada por meio
de escritos orientais datados 3.000 anos a.C. Na antiga Grécia, o reconhecimento de
que quantidades apropriadas de atividade fisica eram necessarias para viver com
saude foi publicado nas chamadas leis da saude, ha cinco séculos antes de Cristo.
Todavia, foi somente a partir do século 20, com a publicagdo de varios estudos de
carater epidemioldgico, que a relagdo entre atividade fisica e doengas
cardiovasculares se tornou fortalecida (COELHO e BURINI, 2009).

O estudo pioneiro comparou a prevaléncia de Doenca Arterial Coronariana
entre carteiros e trabalhadores de escritério do servico postal de Londres. Neste

observaram que as atividades ocupacionais com maior gasto energético estavam
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associadas a uma menor taxa de morte por Doengas Cardiovasculares (MORRIS et
al., 1953)

Um outro estudo importante, que revelou forte associagao entre atividade fisica
e doengas foi desenvolvido por Paffenbarger et al. (1986) no qual determinaram o
nivel de atividade fisica de 16.936 individuos de 35 a 74 anos, ex-alunos da
Universidade de Harvard. Observaram, ao longo de 16 anos de estudo, declinio
progressivo em eventos coronarianos tanto fatais como nao fatais, a medida que
aumentava o gasto energético diario (menos de 500kcal/semana a
3.500kcal/semana). Além disso, as taxas de morte foram 25% a 35% mais baixas nos
individuos com gasto energético com atividade fisica maior ou igual a 2000
kcal/semana, mesmo na presenca de outros fatores de risco, como hipertenséo,
obesidade e fumo. Foi observado também que gastos adicionais tinham pouco ou
nenhum efeito na incidéncia de DCV.

Nos ultimos trinta anos varios trabalhos cientificos ttm demonstrado
associacdo inversa entre o nivel de atividade fisica e risco de doencas
cardiovasculares e seus fatores de risco metabdlicos (BLAIR et al, 1996; Calle et al.,
1999; LEE e BLAIR, 2002).

2.2.3 Exercicio fisico aerdbico e aterosclerose

O exercicio aerdbico, € aquele no qual existe uma exigéncia predominante de
oxigénio, propicia a queima oxidativa de substancias energéticas, entre elas
carboidratos, gorduras e proteinas (WEINECK, 1999).

O exercicio aerdbico desempenha um papel crucial na prevengao e no manejo
da aterosclerose por meio de uma série de mecanismos fisiologicos complexos e
interrelacionados. Esses mecanismos abrangem desde a modulagao do perfil lipidico
até a melhoria da funcdo endotelial e a reducao do estresse oxidativo.Os pacientes
com aterosclerose podem apresentar melhorias da reatividade arterial e da espessura
da camada subendotelial por meio do treinamento aerdbico. A intensidade moderada,
em conjunto com uma regularidade de treino, parece ser mais eficiente na promogéo
de beneficios a fungao endotelial (GOTO et al., 2003).

A funcgdo endotelial irregular estd amplamente relacionada a fatores de risco
predisponentes a aterosclerose, como: hipercolesterolemia, obesidade, hipertenséo,
diabetes e tabagismo. O indice de vasodilatagdo endotélio-dependente tem sido
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consistentemente utilizado em estudos como um indicador da funcao endotelial. Este
indice parece ser capaz de identificar pacientes de alto risco (LANDMESSER,
HORNIG, DREXLER, 2004). A utilizagao da vasodilatacdo endotélio-dependente gera
um parametro da condi¢cdo da integridade arterial, e, por esse motivo, muitos estudos
tém utilizado tal avaliagao.

Estudos mostram que o exercicio regular pode reverter a disfungédo endotelial
induzida por fatores de risco aterogénicos, podendo prevenir a perda da vasodilatagao
endotélio-dependente, além de restaurar os niveis prévios em homens de meia-idade
e idosos sedentarios (DE SOUZA el.,, 2000). Quando comparados homens
aerobicamente treinados e homens sedentarios, os primeiros apresentam uma
vasodilatacdo endotélio-dependente preservada em relacdo aos sedentarios
(Clarkson et al., 1999).

Investigando o efeito de diferentes intensidades de exercicio aerdbico sobre a
artéria, autores verificaram que a intensidade moderada (50% VO2 max) foi a Unica
capaz de melhorar a vasodilatagao endotélio-dependente. O exercicio de intensidade
leve (25% VO2wmax) € 0 de alta intensidade (75% VOz2wmax) ndo proporcionaram nenhum
beneficio a fungao endotelial. Com respeito a alta intensidade, essa foi responsavel
por um aumento do estresse oxidativo, aspecto danoso a parede arterial. Por este
achado, a intensidade moderada parece ser a mais apropriada para individuos
sedentarios que buscam beneficios cardiovasculares por meio do exercicio aerdbico
regular (GOTO et al., 2003).

Foi constatado a influéncia do treinamento aerébico na remodelacao arterial.
No primeiro momento, os autores analisaram 55 homens aerobicamente treinados (47
* 2 anos) e 53 sedentarios (47 + 2 anos). Foi verificado que os individuos treinados
apresentavam um diametro luminal da artéria femoral 7% maior que os sedentarios,
além disso a espessura média-intima e a razdo média-intima/luz dos treinados era
16% e 21% menor, respectivamente. Para este estudo, os autores selecionaram 22
individuos (51 + 2 anos) do grupo de sedentarios, submetendo-os a trés meses de
treinamento aerobico. Em média, os individuos se exercitaram 13,5 + 1,0 semanas,
5,3 £ 0,3 dias, 45 + 2 min. por sessao, a 73 £+ 1% da FC maxima. Apds o periodo de
treino, verificou-se um aumento de 9% no didmetro do luz da artéria femoral, bem
como uma diminuicdo de 14% e 20% na espessura média-intima e na raz&do meédia-
intima/luz, respectivamente (DINENNO et al., 2001).
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O exercicio € uma ferramenta para modificagao do perfil lipidico, atuando de
forma significativa no aumento dos indices de HDL e reducédo do LDL e dos
triglicerideos séricos. Em uma metanalise, os autores demonstraram que o exercicio
aerobico (= 8 semanas) € capaz de aumentar significativamente os niveis de HDL em
adultos (= 18 anos) (KELLEY, KELLEY, 2006).

Roberts et al.(2002) constataram que o exercicio aerébio por um periodo de
trés semanas melhorou a pressao arterial, o estresse oxidativo, disponibilidade de
oxido nitrico, e o perfil metabdlico.

O aumento da biodisponibilidade de Oxido Nitrico (NO) se da pelo fato do
exercicio aerdbico estimular a produgcao NO através da ativacdo da oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). O NO é um potente vasodilatador que melhora a fungéo
endotelial e inibe a adesao de leucdcitos ao endotélio, prevenindo a formacédo de
placas ateroscleréticas (PAGAN, GOMES, OKOSHI, 2018)

O exercicio aerdbico promove adaptagdes antioxidantes que mitigam o
estresse oxidativo, através do aumento da expressédo e da atividade de enzimas
antioxidantes enddgenas, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase e
glutationa peroxidase. Essas enzimas ajudam a neutralizar os radicais livres e reduzir
o estresse oxidativo, isso reduz a oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
que é um fator critico na formacgao de placas ateroscleréticas (MENDES e MARTINS,
2020).

A reducao dos niveis de LDL e aumento dos niveis de HDL pode ser vista com
o treinamento aerdbico, o que reduz a carga aterogénica. O HDL exerce efeitos anti-
inflamatdérios e antioxidantes, facilitando o transporte reverso de colesterol e
diminuindo o risco de aterosclerose. O exercicio regular diminui os niveis de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-6 (interleucina-6),
que sdo associados ao processo inflamatério na aterosclerose. Em contrapartida, ele
aumenta a produgéao de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, que ajuda a mitigar a
inflamacéo e a resposta imune exacerbada que contribui para a formacao de placas
ateroscleréticas (PAGAN, GOMES, OKOSHI, 2018; MENDES, MARTINS, 2020).

Em um estudo realizado com ratos Wistars foi visto que um programa de cinco
semanas de exercicio aerébico foi eficiente na manutencdo e reducdo de peso

corporal dos ratos. Pelo carater de analise desse estudo (post-mortem), os resultados
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refletem grande fidedignidade, visto que a quantificagcdo de gordura torna-se muito
mais precisa (KRETSCHMER et al., 2005).

Um programa de 4 meses de treinamento, consistindo em longas caminhadas
(60- 90 min.), cinco a sete vezes por semana, a uma intensidade de 50%-60% do
VOawmax, foi eficiente na reducéo de peso corporal (-4,6 kg) em pacientes sobrepesos
coronarianos. Além do peso corporal, houve redugcdo do porcentual de gordura
(-2,9%), do tecido adiposo subcuténeo (-12%) e do tecido adiposo visceral (-14%).
Concomitantemente, mudancas no perfil lipidico também puderam ser notadas, sendo
a principal uma reducgéo de 23,7% nos niveis de triglicerideos (SAVAGE et al., 2003).

O Colégio Americano de Medicina do Esporte (2004 ) estabeleceu padrbes para
a intensidade do exercicio objetivando redugéo da pressao arterial, estabelecendo que
o hipertenso deve praticar exercicio moderado, o qual deve ser de 40 a 60% do
VO2 max. Quanto ao tempo de exercicio, recomendam-se cerca de trinta minutos ou
mais de exercicio moderado diariamente, podendo acontecer de forma acumulativa
ou intermitente. O colégio esclarece que a redugéo da pressédo arterial acontece por
diversos fatores, entre eles: reducao da atividade nervosa simpatica, redugao da acao
do sistema renina/angiotensina, melhor responsividade vascular, aumento da
capilarizacao, aumento do luz arterial, entre outros.

Foi encontrado relacdo positiva entre a atividade fisica e a reducédo da
hipertensdo. O estudo foi realizado com 207 individuos, havendo alguns sem
tratamento e outros com hipertensao de estagio 1 e 2. Os pesquisadores dividiram os
sujeitos em grupos, conforme o nivel de atividade semanal: sedentario controle,
30-60 min/semana, 61-90 min/semana, 91-120 min/semana, >120 min/semana. O
programa durou oito semanas, e a analise foi feita ao final do mesmo. O resultado
apontou que aqueles que se exercitaram tiveram redugdes das pressdes sistolica e
diastdlica, e que o grupo controle ndo apresentou alteragdo das pressdes (TAKATA,
OHTA, TANAKA, 2003).

O exercicio aerodbico, portanto, atua de maneira significativa na redugcéo dos
fatores de risco cardiovasculares, como pdde ser notado nos estudos descritos. Sendo
assim, ele pode ser utilizado em populacdes de risco com o propdsito de diminuir a

prevaléncia de doencas cardiovasculares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a eficacia do exercicio aerdbico na prevencdo da aterosclerose
experimental em coelhos albinos, machos, da ragca Nova Zelandia (Oryctolagus

cuniculus) submetidos a dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar os niveis de colesterol total, triglicerideos, LDL e HDL entre os

grupos;
Comparar o peso corporal entre 0s grupos;

Comparar a espessura da camada subendotelial do arco adrtico entre os

grupos;
Comparar a espessura da tunica média do arco aértico entre os grupos;
Comparar o didmetro da luz do arco adrtico entre os grupos;

Comparar a expressao do marcador CD-68 entre os grupos.
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4 Material e Método
4.1 Consideracoes éticas

A pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas - UNCISAL, registrado sob
o protocolo de numero 002/2018, seguindo por principio o uso racional de animais de
laboratério, buscando sempre o refinamento de técnicas e a substituicdo de modelos,
que permitam a redugdo no uso de animais. Esta comissao foi criada segundo as
orientagdes da Lei Arouca (Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008) tem como dever
primordial a defesa do bem-estar dos animais em sua integridade, dignidade e
vulnerabilidade, assim como zelar pelo desenvolvimento da pesquisa e do ensino

segundo elevado padrao ético e académico.
4.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo do tipo experimental, realizado no Biotério da UNCISAL;
Grupo de pesquisa em aterosclerose humana e experimental da Universidade Federal
de Alagoas — UFAL.

4.3 Amostra

Foram utilizados 15 coelhos albinos machos adultos da ragca Nova Zelandia. Os
animais foram desmamados apods 40 dias, sendo a época admitidos ao experimento.

Foram alimentados com ragao Presence® e agua ad libitum.

Quando os animais completaram entre 7 e 8 meses, tempo que eles sao
considerados adultos, o experimento foi iniciado. Apesar de serem criados nas
mesmas condi¢des e local, em gaiolas individuais, pesavam entre 2,435 — 3,685 Kg.
Estes coelhos ficaram no biotério da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de
Alagoas — UNCISAL, onde foram acompanhados por médica veterinaria antes e
durante todo o experimento. Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais
com estrado (1m x 60 cm), higienizadas diariamente, recebendo as mesmas
condicdes de luminosidade (12 horas claro12 e horas escuro), temperatura (entre 16
e 22 °C) e umidade.
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4.3.1 O calculo do tamanho da amostra

Foi baseado no chamado de método de "equacgao de recursos, usado onde
multiplos desfechos sdo avaliados (CHARAN e KANTHARIA, 2013).

De acordo com este método, é medido um valor “E”, que nada mais € do que o
grau de liberdade da analise de variancia (ANOVA). O valor de E deve estar entre 10
e 20. Se E for menor que 10, adicionar mais animais aumentara a chance de obter um
resultado mais significativo, mas se for maior que 20 entao adicionar mais animais nao

aumentara a chance de obter resultados significativos.

Embora este método seja baseado em ANOVA, é aplicavel a todos os
experimentos com animais. Qualquer tamanho de amostra, que mantenha E entre 10

e 20, deve ser considerado adequado. E pode ser medido pela seguinte formula:
E = Numero total de animais — Numero total de grupos.

Sendo assim se E ndo pode ser menor que 10 e nem maior que 20, utilizamos

no presente estudo 15 animais, sendo 5 por grupo.
4.3.2 Critérios de incluséo

Foram incluidos na pesquisa coelhos albinos, machos, com 40 dias de

desmame, de procedéncia do mesmo fornecedor.
4.3.3 Critérios de excluséo

Seriam excluidos aqueles animais que apresentassem crescimento
desproporcional dos dentes (que dificultasse a ingestacdo da ragcdo e administracéo
da gema), crescimento desproporcional das unhas (que pudesse ficar presa na
estrutura da esteira), alteragdo morfofuncional na locomog¢ao (que impedisse a pratica

do exercicio em esteira)
4.3.4 Randomizacao

Os animais foram enumerados de 1 a 15 e num saquitel foram colocados papéis
enumerados de 1 a 15. Foi solicitado a uma pessoa nao participante do experimento
que puxasse do saquitel cada numero. Conforme os numeros eram sorteados os

animais foram alocados em 3 grupos, sendo denominados de G1 com 5 animais, G2
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com 5 animais e G3 com 5 animais, sendo um coelho por gaiola. Os coelhos foram
pesados com uma balanga de precisdo Martel®, modelo AS 5000 com carga maxima
de 5Kg e minima de 5g. Para evitar a mistura de animais durante as manipulag¢des
cada animal recebeu um numero na face interna da orelha direita com pincel atémico
na cor azul (figura 1). A descrigado dos grupos randomizados sera descrita a seguir.

Figura 6 — Coelho identificado na face interna da orelha direita, coelho 4 pertencente
ao grupo G2 - gema).

Fonte: Autor, 2024.

4.3.5 Diviséo dos grupos

A) Grupo Racdo (G1) — este grupo recebeu apenas ragédo, ndo recebeu
nenhum tipo de intervengéo sendo considerado o Grupo Controle. A todos os animais
de todos os grupos foi oferecido diariamente 200 gramas de ragao e agua ad libitum,
havendo sobra a racdo era novamente completada até 200 g. Sendo os coelhos
animais roedores, eles roem a ragao, assim quando esta nao tinha mais o formato de

grao era entao desprezada e substituida por nova.

A racgao utilizada foi a Presence® para coelhos. Segundo descricdo do
fabricante € completa de pronto uso, indicada para Coelhos e Mini Coelhos em todas
as fases de criagdo. E uma alimentacdo balanceada e saudavel pois é formulado com
ingredientes naturais, alfafata, cenoura, extrato vegetal e yucca. Em sua tabela
nutricional observa-se umidade (max) — 13, proteina bruta (min) — 14, extrato etéreo
(max) — 3, matéria mineral (max) — 15, fibra bruta (max) — 20, calcio (min) - 0,9, calcio
(max) - 1,5, fésforo (min) - 0,6.
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B) Grupo Gema (G2) — este grupo recebeu ragao e agua em condigdes iguais
ao grupo G1, juntamente com gema de ovo de galinha Carnauba® tipo grande, que
em 100 ml apresenta colesterol (997, 5 mg), lipidios totais (28,7 g) e acidos graxos
saturados (8,53 g). Para administragdo da gema de ovo foi necessario um preparo, no
qual a gema foi ofertada crua aos coelhos, para facilitar a maior absorgéo possivel de
colesterol que € melhor do que a administragdo na forma sélida. Para a ingestao da
gema, os ovos foram limpos, lavados com hipoclorito de sddio e deixados de molho
por 5 minutos e abertos no momento da sondagem, evitando assim deterioragao e
contaminagao da dieta. Para a administragcédo foi realizada sondagem orofaringica
através de sonda de nelaton numero 18 conectada a uma seringa descartavel de 20
mL. O animal foi mantido em posigao inclinada (com a cavidade bucal e patas para
cima) por tempo de 3 minutos para garantir a ingestao da dieta

C) Grupo Exercicio (G3) — este grupo recebeu ragdo e gema do mesmo modo
grupo G2, diferenciando-se deste por serem os animais submetidos a um protocolo
de exercicio fisico aerdbico.

O experimento teve duracéao total de 99 dias para todos os grupos, que é o

tempo ideal obtido num modelo experimental ja testado por nosso orientador.
4.4 Protocolo de Exercicio

O exercicio seguiu o protocolo Treadmill (modificado), sendo realizado em uma
esteira motorizada de intensidade moderada (velocidade de 1,0 km/ h). Durante
3 meses, cinco dias na semana (de segunda a sexta), 60 minutos por dia. Antes de
iniciar o treinamento houve uma semana de familiarizacdo. Com incremento
crescente na velocidade de 0,5/ 0,6/ 0,7/ 0,8/ 1,0 Km/h para 12/ 24/ 36/ 48/ 60 minutos,
respectivamente, em cinco dias consecutivos. Os animais do Grupo G2 foram
colocados na esteira parada também cinco vezes por semana para fornecer um

ambiente semelhante.

A esteira usada foi da marca Lion Fitness®, que tem velocidade maxima de 18
Km/h, suporta 160 Kg, tem 16 programas de treino, sua estrtutura € em acgo, voltagem
220V, display LED vermelho. Ela foi adaptada com um curral de MDF para o uso
animal, dividido em 4 compartimentos, nos quais poderiam ser colocados até 4

animais por vez, conforme pode ser visto na figura 7. Até quatro animais, por vez, fez
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com que o tempo fosse otimizado, requerendo duas horas para a conclusdao do
protococlo de exercicio, caso contrario seria necessario 60 minutos por animal, o que

totalizaria cinco horas.

Figura 7 — Esteira motorizada adaptada com curral de MDF.

A B

Fonte: Autor, 2024.

4.5 Coletas sanguineas e analise
Ap6s 12 horas de jejum os animais de todos os grupos eram trazidos de suas
gaiolas, no interior de uma cuba de plastico individualmente, para o local da coleta.
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Seguidamente eram envolvidos num tecido de algodéao, para se sentirem agasalhados
e ficassem imobilizados durante o procedimento (figura 8A e8).

O sangue foi coletado na artéria auricular central (visto na figura 8C), com
seringa de 5 ml e condicionado em tubetes de 6 ml sem anticoagulante para analise.
O objetivo era a verificagdo de suas taxas de Colesterol Total (CT), HDL e LDL e
Triglicerideos (TG). O procedimento foi realizado 4 vezes: no instante inicial, no 33°,
no 66° e no 99° dia. Ao fim da coleta as amostras foram encaminhadas para analise
onde foram centrifugadas e seguiram o procedimento operacional padrao para analise
do CT, LDL, HDL e TG.

O soro dos animais foi testado por um método de turbimetria e potenciometria
em um analisador bioquimico automatico SX-160 da Sinnowa Healthcare®, no qual
os todos os calculos das fragdes sao realizados pela maquina. Os kits comerciais

usados foram Biocontrol N Bioclin®, padronizado para animais.

Figura 8 — A) Coelho no interior da cuba sendo trazido para a coleta. B) Coelho
envolvido em tecido para inicio do procedimento de coleta. C) Artéria auricular central
sendo evidenciada no animal

Fonte: Autor (2024).
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4.6 Eutanasia

Para a eutanasia, os animais foram previamente anestesiados com cloridrato
de cetamina a 10% (syntec®), associado ao cloridrato de Xilazina a 2% (syntec®),
(SANFORD e COLBY, 1980) — (ver figura 9) por via intramuscular na dose: Xilazina
10mg/Kg e Cetamina 90mg/Kg, aprofundou-se esta sedagao com a administracédo de
tiopental endovenoso na dose 30mg/kg. Apos confirmagao da anestesia geral e os
animais estarem profundamente sedados foi administrado cloreto de potassio a 0.19%

e 0 monitorou-se animal até o 6bito.

Figura 9 — Anestésicos utilizados.

Fonte: Autor (2024).

Imediatamente apos o oObito, cada animal foi submetido ao procedimento
cirargico na mesa, por meio de intrumentais (ver figuras 10 e 11) para a retirada do
arco aortico (ver figura 12), para isto foi realizada uma incisdo mediana
cervicotoracoabdominal. O arco aértico foi retirado separando-o da aorta ascendente
através de uma secgao no ponto imediatamente precendente a origem do tronco
braquiocefalico, e separando-o da aorta descendente seccionando imediatamente
apos a origem da carétida comum esquerda. Os segmentos foram dissecados por
planos até expor os vasos para a retirada dos fragmentos, os quais foram tratados e
colocados em solugao de formaldeido a 10%.
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Figura 10 — Mesa com instrumentos cirurgicos

Fonte: Autor (2024).

Figura 11 — Procedimento cirdrgico

Fonte: Autor (2024).
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Figura 12 — Seta preta apontando o arco da aorta exposto apds a cirurgia.

Fonte: Autdr (5 24
4.7 Histologia e imunohistoquimica

Os fragmentos bioldgicos, retirados apds a eutanasia foram fixados em
formalina tamponada a 10% e incluidos em blocos de parafina. De cada amostra,
foram preparados cortes histolégicos com cinco micrémetros de espessura, sendo
uma lamina corada pela técnica de hematoxilina-eosina e uma lamina corada pela
técnica de imuno-histoquimica para o anticorpo anti-CD68 através do sistema
automatizado Ventana Systems, conforme instrucbes do fabricante (108007-002,
Dako North America, Inc.) que pode ser vista na se¢ao 4.7.2. A sequéncia dos eventos
de preparagéo das laminas para a microscopia de luz esta descrita a seguir.

4.7.1 Imunohistoquimica
Conforme descrito no inicio da seg¢ao 4.7, segue abaixo o protocolo da imuno-

histoquimica

Protocolo EnVision FLEX + DAKO

1. Recuperagao antigénica por aproximadamente 20 minutos a 97C° em meio
de recuperagao EnVision FLEX TARGET RETRIEVAL SOLUTION HIGH pH no
equipamento PTLINK ambos da DAKO.
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2. Ciclagem da lamina utilizando a caneta hidrofébica PAP PEN para evitar o
escorrimento dos insumos.

3. Incubacao do Anticorpo primario CD68 monoclonal de mouse pronto para
uso da DAKO, clone KP1, por 20 minutos. Solugdo de lavagem (Tampéao PBS) por 5
minutos.

4. Aplicacao do EnVision FLEX Peroxidase Block por 5 minutos. Solugao de
lavagem(Tamp&o PBS) por 2 x 5 minutos.

5. Aplicagdo do FLEX+Linker Mouse por 15 minutos. Solugdo de lavagem
(Tampao PBS) por 5 minutos.

6. Aplicagao do secundario EnVision FLEX/HRP (Polimero) por 20 minutos.
Solucéo de lavagem(Tampé&o PBS) por 2 x 5 minutos.

7. Aplicagdo do EnVision FLEX Substrate Working Solution (DAB) por 5
minutos. Solugéo de lavagem (Tampéao PBS).

8. Contracoloracdo com Hematoxilina de Harris por 10 segundos. Agua
destilada. Solugdo de lavagem 9 (Tampao PBS).

9. Desidratacdo em bateria de alcool anidro e solvente ecolégico CLARUS
ECOK.

10. Montagem das laminas utilizando ERV-MOUNT (meio de montagem) e

lAminula.

4.8 Morfometria

Ap0ds o preparo histologico, a partir da rotina do laboratério para Hematoxilina
Eosina. Cada lamina era composta por 5 cortes de 5 um cada. A captura das imagens
foi realizada por um avaliador cego, membro do grupo de pesquisa de Morfologia
aplicada e Saude, que desconhecia 0s grupos e animais aos quais estava avaliando.
Foram usados 10 campos micrdscopicos, entende-se por campo cada foco que é
dado.

Para a captura das imagens adotou-se o critério de aleatoriedade, para tanto o
microscopio foi previamente desfocado, a fim de garantir essa forma de selegcéo. As
imagens foram capturadas no microscépio de luz da OLYMPUS DP2-BSV®. Foram
realizadas cinco fotografias garantindo todas as camadas da aorta. O microscopio foi

ajustado numa objetiva 40x e 20x.
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Uma régua escolar de 30cm, milimetrada, foi utilizada para obtencédo das
medidas das camadas subendotelial, da tunica média e da luz do arco adrtico. A régua
foi fixada a tela do computador para que ndo houvesse nenhum viés de interesse do
examinador quanto a area avaliada.

A luz do vaso ¢é a distancia entre dois pontos no calculo do diametro e equivale
a area interna do vaso. Quanto menor for a luz do vaso, maior o comprometimento do
vaso, sugerindo a formagao de placas ou presenga de processo inflamatério.

A camada subendotelial foi medida a partir do calculo do endotélio mais a placa
de ateroma. Quanto mais espessada, maior 0 acometimento do vaso, pois sugere-se
que a placa de ateroma esteja maior.

A tunica média é a camada intermediaria das paredes dos vasos sanguineos,
localizada entre endotélio e a tunica adventicia (a camada mais externa). Esta camada
€ composta predominantemente por fibras musculares lisas e tecido elastico. A
principal fungdo da tunica média é fornecer resisténcia e flexibilidade aos vasos
sanguineos, quanto menos espessa estivesse mais saudavel estaria o tecido. A tunica
média, assim como as demais camadas, também foi medida em milimetros através
da régua escolar.

Apés a analise das estruturas os valores de medidas foram convertidos para
micrébmetro e langados no programa estatistico descrito na préxima secgéo, 4.9, e

obtidos os resultados de média e desvio padrao para cada variavel.

4.9 Analise Estatistica

A analise estatistica foi executada utlizando o software GraphPad Prism versao
8.0 (GraphPad, San Diego, California, USA). Para analise das variaveis continuas, os
dados foram descritos por meio de média e desvio-padrdo. Foi realizado inicialmente
o teste de normalidade de shapiro-wilk para verificar a distribuicdo dos dados. Diante
de distribuicdo normal, foi executado o teste one-way ANOVA com o pds-teste de
Bonferroni; para distribuicdo ndo normal, foi executado o teste de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn. Para todas as analises, foi considerado intervalo de confianga de
95% e nivel de significancia de 5% (0.05). Os valores de p foram ajustados diante de

comparacgdes multiplas.
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5 RESULTADOS

No instante inicial as variaveis CT, TG, LDL, HDL e peso dos coelhos de todos
os grupos (G1, G2 e G3) mantiveram valores baixos e semelhantes, n&o apresentando
diferenga estatisticamente significante entre os trés grupos, conforme pode ser visto

nas figuras 13 a 17.

5.1 Colesterol total

O colesterol total dos coelhos do grupo G1 manteve-se baixo ao longo de todos
os tempos do estudo, conforme pode ser visto na tabela 3.

Nos grupos G2 e G3 houve aumento dos niveis de CT nos dias 33, 66 e 99,
sendo este aumento maior no grupo G2 do que no grupo G3. Quando comparado os
valores no grupo G2 e G3 ha significancia estatistica entre eles no dia 66, conforme
pode ser visto na figura 13. Ha também significancia nos valores entre o grupo G1 e

G2 em todos os dias, exceto no instante inicial.

Tabela 3: Média, desvio padrao do CT (Colesterol Total), conforme o dia e grupo
experimental.

Variavel G1 G2 G3

Média Desvio Média Desvio Média Desvio

Padrao Padrao "
Padrao

Colesterol Total 39,2 k7,79 41,6 14,33 38,8 19,49
(instante inicial)

Colesterol Total 10,96 12,39 999,8 +333,6 3014 +196,5
(dia 33)

Colesterol Total 54.6 +24.7 1039,8 +2995 236,8 +214.8
(dia 66)

Colesterol Total 31 +27,7 1108,6 +161,3 1334 +173,8
(dia 99)

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 13 - Média do Colesterol total dos trés grupos ao longo dos 4 tempos de
avaliacao.
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Conforme demonstrado na figura acima, houve diferenga significante no tempo 66 comparando o grupo

G3 e o grupo G2 p=0,0002. Ha também diferenca significante nos valores do grupo G1 e G2 com 33,
66 e 99 dias. Nao diferenga entre os valores de G1 e G3 em nenhum dos dias.
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5.2 Triglicerideos

Os triglicerideos dos coelhos do grupo G1 mantiveram-se com valores

parecidos ao longo de todos os tempos do estudo, visto na tabela 4.

Nos grupos G2 e G3 houve aumento dos niveis de triglicerideos nos dias 33,
66 e 99, sendo este aumento maior no grupo G2 do que no grupo G3. Quando
comparado os valores no grupo G2 e G3 ha significancia estatistica entre eles no dia
99, conforme pode ser visto na figura 14.

Tabela 4: Média, desvio padrao do TG (Triglicerideos), conforme o dia e grupo
experimental.

Variavel G1 G2 G3

Média Desvio Média Desvio Média Desvio

Padrao Padrao Padrio

Triglicerideos 108,80 +68,57 109,60 +66,89 110,0 +64,69
(dia inicial)
Triglicerideos 91,40 +28,05 380,40 +316,48 14520 68,72
(dia 33)
Triglicerideos 118,40 +36,59 296,0 +259,10 181,20 +120,53
(dia 66)
Triglicerideos 60,60 +43,90 450,00 +203,82 47,40 +41,10
(dia 99)

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 14 - Média do Triglicerideos dos trés grupos ao longo dos 4 tempos de
avaliacao.

Triglicerideos instante inicial

Triglicerideos 33 dias
200+ ns 800- ns
150 6004
] S
S 100- S 400-
E €
50- 200-
0 T 0-
G1 G2 G3 G1 G2 G3

Triglicerideos 66 dias

Triglicerideos 99 dias
600- ns 800-
1
600- p=0,0079
400-
S ]
B S 400
£ S
200-
T 200-
0 T 0_
G1 G2 G3 G1 G2 G3

Conforme demonstrado na figura acima, houve diferenga significante no dia 99 comparando o grupo
G3 e o grupo G2 p=0,0079. Nao ha diferenga com nivel de significancia em nenhum outro dia.
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5.3 LDL

O LDL dos coelhos do grupo G1 manteve-se com valores baixos e similares ao

longo de todos os tempos do estudo, tabela 5.

Nos grupos G2 e G3 houve aumento dos niveis de LDL nos dias 33, 66 e 99,

sendo este aumento mais evidente no grupo G2 do que no grupo G3. Quando

comparado os valores no grupo G2 e G3 ha significancia estatitica entre eles nos dias

33 e 66, conforme pode visto na figura 15.

Tabela 5: Média, desvio padrao do LDL, conforme o dia e grupo experimental.

Variavel G1 G2 G3

Média Desvio Média Desvio Média Desvio

Padrao Padrao Padrio

LDL 3,84 +4 97 12,56 +9,18 6,40 +4 32
(dia inicial)
LDL 13,26 +14,69 841,74 +268,61 224,88 +185,55
(dia 33)
LDL 17,34 +12,45 1026,6 +107,40 167,80 +190,18
(dia 66)
LDL 16,58 +19,47 1034,80 151,67 101,02 +154,59
(dia 99)

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 15- Média do LDL dos trés grupos ao longo dos 4 tempos de avaliagao.
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Conforme demonstrado na figura acima, houve diferenga significante no dia 33 e 66 comparando o
grupo G3 e o grupo G2 p=0,0006. Ha também diferenga significante nos valores do grupo G1 e G2 com
33, 66 e 99 dias. Nao diferenca entre os valores de G1 e G3 em nenhum dos dias.
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5.4 HDL

O HDL dos coelhos do grupo G1 manteve-se com valores baixos e muito
proximos ao longo de todos os tempos do estudo, e podem ser vistos na tabela 6.

Nos grupos G2 e G3 houve aumento dos niveis de HDL nos dias 33, 66 e 99,
sendo este aumento mais evidente no grupo G3 do que no grupo G2. Quando
comparado os valores no grupo G2 e G3 ha significancia entre eles nos dias 66 e 99,
conforme pode visto na figura 16.

Tabela 6: Média, desvio padrao do HDL, conforme o dia e grupo experimental.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao »
Padrao
HDL 18,8 +8,46 18,2 +7,59 18,4 +7,73
(dia inicial)
HDL 18,6 +6,48 49,6 +9,06 104,5 +7,86
(dia 33)
HDL 12,78 +9.68 30,06 +3,15 53,0 19,93
(dia 66)
HDL 8,10 +5,55 26,16 +2 86 53,92 +10,32
(dia 99)

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 16 - Média do HDL dos trés grupos ao longo dos 4 tempos de avaliagéo.
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Conforme demonstrado na figura acima, houve diferenga significante no tempo 66 e 99 comparando o
grupo G3 e o grupo G2 p=0,0022 e p=0,0001, respectivamente. Foi observado diferenga
estatisticamente significante entre os grupos G1 e G2 nos dias 66 e 99. Ha também diferenca
significante nos valores entre o grupo G1 e G3 em todos os dias, exceto no instante inicial.
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5.5 Peso

O peso dos coelhos do grupo G1 manteve-se com valores proximos ao longo
de todos os dias, ndo apresentando nivel de significancia em nenhum dias, para
nenhuma comparagéo, conforme pode ser visto na figura 17.

Figura 17 - Média do peso dos trés grupos ao longo dos 4 tempos de avaliagao.
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Conforme demonstrado no grafico acima, ndo houve diferencga significante no peso dos animais durante
todo o experimento.
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5.6 A espessura da camada subendotelial do arco aoértico

Os valores das médias da camada subendotelial dos grupos podem ser vistos

na tabela 7. O grupo G1 ndo apresentou espessamento, sendo a média deste grupo

baixa. O grupo G2 e G3 apresentaram aumento na espessura, sendo no G2 muito

maior que no G3, sendo neste aumento estatiticamente significante, quando

comparamos esses dois grupos, conforme visto na figura 18. O espessamento da

camada subendotelial mais evidente no arco aortico do grupo G2 pode ser visto

também na figura 18.

Tabela 7: Média, desvio padrao da espessura da camada subendotelial em

micrometro.
Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao »
Padrao
Espessura da 1100 +875,6 27300 +12517 4700 +2451,8

camada
subendotelial

Fonte: Autor, 2024.

Os valores das médias da camada subendotelial do grupo G2 e G3 foram

colocados em uma regra de 3 simples para obten¢cdo de um valor em percentual para

evidenciar o quanto a placa do grupo G3 é menos espessa em relagdo ao G2, esse

valor correspondeu a 19%.
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Figura 18 - Espessura da camada subendotelial do arco adrtico.
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Conforme demonstrado na figura acima, houve diferenga significante na espessura da camada
subendotelial comparando os grupos G3 e G2, p<0,0001. Ha diferenga também entre o grupo G1 e G2.
Nao ha diferenga significante entre o grupo G1 e G3.
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Figura 19 — Corte transversal do arco da aorta, corado com HE, mostrando a camada
subendotelial de coelhos pertencentes a cada grupo: Controle, Gema e Exercicio
(objetiva de 10X). As setas pretas indicam a camada subendotelial, estando ela bem
mais espessa no grupo gema.

A - Grupo Controle B — Grupo Gema

C - Grupo Exercicio

Fonte: Autor, 2024.

5.7 A espessura da tunica média

Os valores precisos das médias dos grupos relacionadas a tunica podem ser
vistos na tabela 8. A tunica média do grupo exercicio apresentou sua espessura bem
proximo dos valores do grupo controle. Quando comparado essa espessura no grupo
gema com o exercicio observou-se que no grupo gema houve um aumento

estatisticamente significante, conforme visto na figura 20 e também na figura 22.
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Tabela 8: Média, desvio padrao da espessura da tunica média.

Variavel G1 G2 G3

Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao "
Padrao

Espessura da 26200 +6250,3 45000 +14996 24600 +11266
tunica média

Fonte: Autor, 2024.

Figura 20 - Espessura da tunica média do arco aortico.
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Conforme demonstrado na figura acima, houve diferencga significante na espessura da tunica média
comparando os grupos G3 e G2, p=0,0013. Ha também diferenca significante entre G1 e G2.

5.8 O diametro da luz do vaso

Os valores precisos das médias dos grupos relacionadas ao didmetro da luz do
arco aortico podem ser vistos na tabela 9. O didmetro da luz do vaso foi menor no
grupo G2 em relagao grupo G3. Quando comparado o G2 com o G3 constata-se que
no grupo G2 foi menor, ndo havendo nivel de significancia, como visto na figura 21.

Os cortes histolégicos que evidenciam o achado podem ser vistos na figura 22.
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Tabela 9: Média, desvio padrédo do didametro da luz do arco aértico.

Variavel G1 G2 G3

Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao "
Padrao

Diametro da luz 181400 +37901 110200 +29873 143800 +24339
do arco aortico

Fonte: Autor, 2024.

Figura 21 - Didametro da luz interna do arco adrtico
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Conforme demonstrado na figura acima, ndo houve diferenga significante no didmetro da luz
comparando os grupos G3 e G2. Observa-se que ha diferenca significante entre o grupo G1 e G2 e
entre o grupo G1 e G3.
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Figura 22 — Corte transversal do arco da aorta, corado com HE, mostrando a luz
interna do arco adrtico: A e B - grupo Gema (objetiva de 4X) e C e D - grupo Exercicio
(objetiva de 4X). As setas pretas estao dispostas na luz interna do vaso, diminuida na
imagem A e B e aumentada na imagem C e D. As setas vermelhas indicam a
espessura da camada média, aumentada em B.
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Figura 23 — Parede da camada subendotelial de um coelho do grupo G2 (objetiva
40X), mostrando a presenga de macrofagos (seta vermelha) e células espumosas
(seta preta).

Fonte: Autor, 2024.

5.9 A expressao do marcador inflamatério CD68

O marcador molecular CD68 é uma glicoproteina transmembrana expressa no
compartimento endossomal dos macréfagos e tradicionalmente destacada como um
valoroso marcador imunohistoquimico em tecidos inflamados (CHISTIAKQV et al.,
2017). Assim, a expressdo do CDG68 infere a infiltragdo de macréfagos no tecido
servindo como marcador inflamatério na parede (FROSEN et al., 2004).

A expressao de amostras CD68 positivas na camada subendotelial foi maior no

grupo G2, em relagao ao grupo G3, como pode ser vista na figura 24B e 24C.
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Figura 24 — Expressao do marcador CD68 no arco da aorta dos coelhos dos grupos.
Corte transversal. Objetiva de 10X. A seta preta indica pontos da camada
subendotelial com a expressao positiva do marcador CD68, sendo esta expressao de

maior intensidade (+++) no grupo G2, em relagao ao grupo G3 (+).

A - Grupo G1 B — Grupo G2

C - Grupo G3

Fonte: Autor, 2024.
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6 DISCUSSAO
Segundo Ross (1992), Boyle et al. (1997) e Bhattacharrya e Libby (1998)

quando, conceituaram aterosclerose, descreveram o estreitamento luminal, a
deposig¢ao de gordura e formacéo de placas. Na presente pesquisa, observamos que
nosso modelo experimental foi capaz de formar as fases inciais da doenga conforme
descrita por estes autores.

Roth et al. (2017), Mozaffarian (2017) e Roger et al.(2012) fazem referéncia ao
elevado numero de mortes ocasionados pela aterosclerose em todo o mundo. Muito
embora estes autores mencionam o6bitos, ndo era objeto desta atual pesquisa chegar
a fase de dbitos dos animais, por esssa razao interrompemos a introdugao de gema
no 99° dia, haja visto que em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa de nosso
orientador os animais chegaram a ter casos de AVC e obitos.

Quando WHO (2014), Mathers e Loncar, (2006) relataram que as DCV
acometem paises de rendas diferentes. Pelo aumento desproporcional nos paises em
desenvolvimento pode-se associar que alguns fatores como o0 aumento da expectativa
de vida, o controle de algumas doengas infecciosas, a urbanizagdo e os habitos de
vida, estejam relacionados. No presente trabalho pudemos verificar o quanto os
habitos de vida, sobretudo dieta hiperlipidica e exercicio interferem na ateroslcerose.

Os resultados apresentados por Song et al. (2020) indicam a importancia de
pesquisas sobre doencas ateroscleréticas e implementacdo de medidas preventivas.
O estudo que desenvolvemos tem justamente esta finalidade, de trazer formas
simples de intervencgao, de facil execugao e de baixo custo, cujos efeitos consigam
ser facilmente aferidos, para assim ajudar na prevengdo do desenvolvimento da
doenca previndo eventos futuros.

Dos fatores de risco listados por Rafieian-Kopaei et al. (2014), conseguimos
avaliar alguns como o lipidograma, o processo inflamatério nos vasos sanguineos, o
peso corporal, a dieta, e o nivel de atividade fisica. Os animais de nossa pesquisa nao
foram expostos ao cigarro nem ao alcool. Ao contrario do que foi retratado por
Locatelli et al. (2009) e Sousa e Ribeiro (2019), ndo pudemos constatar a combinagao
dos fatores genéticos com os adquiridos na determinagdo da ocorréncia da
aterosclerose, pois ndo fizemos estudo genético. Acreditamos que seria de extrema
necessidade que novas pesquisas avaliem os aspectos que n&o foram por nos
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pesquisados, como a questao genética, os niveis de pressao arterial, niveis de PCR
e estresse.

Em nosso experimento constatamos que quando os animais foram submetidos
a dieta hiperlipidica houve alteracio da estrutura endotelial, implicando na sua fungao,
corroborando com Fernandes e Laurindo, (2010) que afirmam que a disfungéo
endotelial sofre influéncia dos fatores de risco cardiovascular.

Conforme Melo et al. (2007), Storch et al. (2017) e Gowdak (2020) as
alteracdes na funcédo endotelial, independente da causa, sdo as responsaveis pelos
mecanismos ateroscleréticos. Foi justamente isso que observamos ao conseguir por
meio de nosso modelo experimental provocar ateroslcerose.

Pagan, Gomes, Okoshi (2018), Storch et al.(2017) e Carvalho et al. (2001) ao
falarem sobre o endotélio, trazem o seu aspecto conceitual, sua constituicdo e sua
funcionalidade. Esta funcionalidade de acordo, com Persson (2015), Pagan et al.
(2018) e Kiseleva et al. (2018) esta intimimante atrelada a homeostasia. Na presente
pesquisa pdde-se perceber esse papel importante do endotélio, observando o seu
comportamento quando na execugado de um simples exercicio, mesmo tendo em vista
a ingestéao rica em lipidios.

Como s6 utilizamos coelhos adultos, também ndo podemos afirmar o que foi
dito por Cimadon, Geremia, Pellanda (2010), quando atestam que a doenga pode ter
inicio na infancia com progressdo na adolescéncia e na vida adulta. Todavia,
concordamos com estes autores quando eles afirmam que a presenga e a gravidade
das lesdes ateroscleréticas correlacionam-se positiva e significativamente com os
fatores de risco, embora tenhamos em nosso trabalho apenas a dieta rica rica em
gordura, acreditamos que estudos que combinem varios fatores de risco consigam
obter lesbes mais severas.

De acordo Melo et al. (2007) no local do acometimento ao endotélio, células
inflamatdrias invasivas produzem varios fatores pro-inflamatérios. Verificamos a
presencga de macrofagos, sobretudo no grupo G2 (ver figura 23)

Faludi et al. (2017) afirmam que a disfuncao endotelial eleva a permeabilidade
do endotélio as lipoproteinas plasmaticas, cooperando para a retengao destas no
espaco subendotelial. Isto também foi evidenciado na presente pesquisa, por meio do
espessamento da camada subendotelial dos dois grupos de animais submetidos a
dieta hiperlipidica.
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Gottlieb, Bonardi, Moriguchi, (2005) Libby (2002), Lusis (2000), Gerber e
Zielinsky (1997) Ross (1999) e Ross (1990) relatam que na lesao do endotélio ocorre
acumulo LDL e LDL oxidadas (alteradas) na camada subendotelial do vaso. Isto
desencadeia uma resposta inflamatoria, que acaba resultando na diferenciacdo em
macrofagos. Estes, acabam se tornando células espumosas. Nossos achados
corroboram com a afirmacao desses autores, tendo em vista a intensa presencga de
células espumosas observadas no grupo G2, conforme visto na figura 23.

Lusis (2000) relatou que as placas de ateroma crescem em direcdo a
adventicia, contudo, depois altera seu padrdo indo em direcdo ao luz. Em nossos
achados, sobretudo no grupo G2, vimos a presenga da placa apenas na diregdo da
luz (figuras 22A e 22B). Tal fato, segundo Castro e Rocha (2022) ocasiona
estreitamento da luz arterial resultando na diminuigdo do fluxo sanguineo e de
oxigénio para os tecidos irrigados.

Para Gottlieb et al. (2005) embora qualquer artéria possa ser afetada, os
principais alvos da doenga sdo a aorta e as artérias coronarias e cerebrais. Essa
afirmacao aliada ao fato de outros experimentos desenvolvidos pelo grupo de estudo
de nosso orientador terem mostrado que no modelo animal estudado o
desenvolvimento da doenca é mais evidente na aorta, optou-se por analisar
fragmentos do arco desse vaso, por nele ocorrer um fluxo turbulento, levando a
ocorréncia de estresse de cisalhamento em virtude da origem dos ramos do arco
aortico, conforme visto na figura 3A.

Conseguimos em nosso trabalho evidenciar fortemente nas placas um dos dois
tipos de fase descritas nos studos de FUSTER (1994) e BADIMON el al. (1993), que
sugerem duas fases interdependentes na evolugao da doenga, enconramos apenas a
fase aterosclerotica, cuja evolugdo geralmente ndo traz consigo manifestagcbes
clinicas dramaticas, haja visto que até a eutanasia ndo aconteceu nenhum indicio
danoso de isquemia.

Para fins de diagnostico da aterosclerose, Gerber e Zielinsky (1997) sugerem
a avaliacédo e monitorizag&do por meio de exames laboratoriais de rotina, os quais s&o
importantes recursos para prevencao de futuras complicagdes. No presente trabalho
fizemos 4 avaliagdes dessa natureza, com intervalos de 33 dias entre elas, sendo a

primeira no instante inicial e a ultima com 99 dias, a fim de acompanhar a evolugao
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de parametros associados com a doenga e compararmos a diferenca nos em relagao
ao tempo.

Ghorbanzadeh et al. (2017) sugerem a observacao de algumas alteragdes da
parede arterial. Uma dessas alteragdes € a diminuicdo da vasodilatacdo endotélio-
dependente. Em nosso estudo nao realizamos nenhuma avaliagao que verificasse tal
evento, bem como também nao avaliamos o que foi sugerido por Naderi et al.( 2019)
e Gomes et al. (2016), que sugerem a avaliacdo do espessamento do que eles
denominam de camada média-intima, no estagio primario da aterosclerose. Estes
tipos de avaliagcdo nado foram realizados por ndao serem comumente utilizados em
diagndsticos, justamente por serem muito invasivas, muito caras e dificeis de serem
padronizadas.

O tratamento da aterosclerose de acordo com Cruz e Andrade (2022) é feito
com uso de medicamentos, realizagdo de cirurgia e mudanga no estilo de vida.
Embora, segundo Sposito et al. (2007) varias classes medicamentosas possam dar
resultados, nosso trabalho buscou verificar a eficacia ndo de uma medida
farmacologica, mas sim da modificagdo no estilo de vida, através da execucado do
exercicio, mesmo com uma dieta rica em lipideos.

A modificagéo do estilo de vida inibe ou retarda o surgimento da aterosclerose,
fazendo com que néo seja necessario medidas mais invasivas, como € o caso do
tratamento cirurgico que conforme Santo e Belczak (2015) é indicado somente nos
casos avangados e pode ser feito através da cirurgia aberta ou pela técnica
endovascular.

Embora a literatura apresente que modificar o estilo de vida seja a modificagao
dos fatores de risco, Bathouni, (1997) e Sumida et al. (2018) afirmam que essa
mudanga deve acontecer juntamente com o aumento dos niveis de exercicio fisico.
Tal fato leva-nos a crer que o exercicio € o mais importante componente desta
modificacao, sendo dessa forma escolhido para ser utilizado em nosso trabalho.

Com relagao aos animais, utilizamos coelhos albinos nosso experimento por
serem segundo FINKING e HANKE, (1997), IHARA et al. (1998), DORNAS et al.
(2009) e SINGH et al. (2009), dentre os animais ja estudados, o0 unico que tem a
tendéncia de apresentar hipercolesterolemia em poucos dias com a administracdo de
uma dieta rica em colesterol e por apresentar lesbes semelhantes, em estrutura e

composicao, as que sao encontradas em humanos.
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Assim, o coelho € um animal que pode ser utilizado a baixo custo, é de facil
manipulagéo e ja ha um modelo experimental para indugcado de aterosclerose bem
desenhado. Se pode neste animal coletar uma quantidade de sangue para exames
laboratoriais em quatro tempos diferentes. Também ja é utilizado em outros trabalhos
e artigos publicados com desfecho semelhante, o que facilita a analise dos resultados
encontrados e a comparacao com outros autores.

Um grupo de coelhos de nosso experimento foi submetido a realizagdo de
exercicio fisico, que é segundo Moraes et al. (2007) uma atividade fisica planejada
estruturada e repetitiva. Fountoulakis (2003) ja realatou os varios efeitos benéficos do
exercicio. E Myers et al. (2002) e Fagard (2006) chamam atengao para os resultados
quando comparam pessoas que praticam com as que nao o praticam.

A importancia terapéutica do exercicio nao é algo novo, pois ha relatos datados
de muitos anos antes de Cristo, todavia COELHO e BURINI (2009) afirmam que foi
somente a partir do século XX, que a relagdo entre exercicio e doencas
cardiovasculares se tornou fortalecida. Sendo o estudo de MORRIS et al. (1953) o
pioneiro deste tempo, ao comparar a prevaléncia de Doencga Arterial Coronariana
entre carteiros e trabalhadores de escritério do servigco postal de Londres.

Mesmo entendendo que pesquisas com humanos ou animais diferentes nao
sd0 necessariamente comparaveis, haja visto diferencas entre espécies, metabolismo
e reagao vascular, entendemos que os resultados sao compativeis com o descrito na
literatura cientifica em humanos e em outros roedores.

No estudo Leite et al. (2013) apds dez semanas de treinamento os animais dos
diferentes grupos experimentais ndo apresentaram diferengas nos pesos corporais
finais. Resultado similar ao de Magalhaes et al. (2021) cujos animais foram divididos
nos grupos Dieta Padrdo e Dieta Hiperlipidica, sendo cada grupo formado por
subgrupos, sedentario e treinados, com o mesmo protocolo aerdbico por treze
semanas. O resultado destes autores foi semelhante ao encontrado no presente
estudo, no qual também néo foi constatada alteragdo significante no peso corporal
dos animais em nenhum dos tempos de aferigo.

No nosso estudo o exercicio melhorou os niveis de perfil lipidico, ja Leite et al.
(2013), estudando ratos, ndo detectaram alteragdes no perfil lipidico dos animais

submetidos ao exercicio aerdbico continuo, supomos que a forma de exercicio usada,
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o tempo total do estudo de apenas 37 dias e suplementacdo com a com a
maltodextrina tenham sido responsaveis pelo resultado.

Obtivemos resultados diferentes de Zanella et al. (2011), que ao comparar
jogadores de futebol profissional com um grupo de homens sedentarios, observaram
que os niveis de colesterol total, triglicérideos, HDL e LDL nao diferiram entre os
grupos, ja no presente estudo constatou-se diferengas significantes entre o grupo G3
e o grupo G2, em todas estas variaveis, cremos que a falta de controle na dieta e no
estabelecimento da frequéncia e intensidade do exercicio sejam o0s responsaveis por
esse resultado.

Meissner et al. (2010) realizaram um estudo com ratos que se exercitaram
durante duas semanas, e observaram que o treinamento aerdbio ndo ocasionou
alteragcdes nas concentragbes de triglicerideos, no entanto houve uma redugéo
significativa apenas nos niveis plasmaticos de colesterol total dos ratos exercitados
quando comparados aos sedentarios.

No atual estudo foi evidenciado aumento nos valores do colesterol total, exceto
no grupo controle, sendo este aumento mais acentuado no grupo gema do que no
exercicio. Resultado semelhante ao encontrado por Magalhées et al. (2021), que fez
seu estudo com ratos, no qual o grupo sendentario submetido a uma dieta hiperlipidica
teve um aumento do colesterol total em relagao ao grupo que apesar da mesma dieta
fazia exercicio aerdbico. O aumento dos valores de colesterol total pode ser justificado
por Townsend et al. (2020), que evidenciaram aumento na lipogénese de colesterol
total nos animais sedentarios em relacao aos treinados, pois a dieta rica em lipidios
desregula a expressao do Fator de Transcricdo 1 de Ligagao ao Elemento Regulador
de Esterol C (SREBP1c). De algum modo o exercicio parece influenciar esta
desregulagéo.

Em uma revisao feita por Wang e Xu (2017), apresenta diversos resultados de
estudos que observaram decréscimos dos niveis de triglicerideos com a execugéao de
exercicios aerobico, todavia também trazem alguns outros que ndo mostram redugéo
dos valores.Um achado interessante € que quando os niveis basais de TG estavam
elevados, houve uma redugao significativa, indicando o nivel basal de TG pode ser o
fator chave que influencia o efeito do exercicio no TG.

Fagherazzi, Dias e Bortolon (2008) observaram redugdo com significancia
estatistica no CT e no LDL- C somente no grupo que praticou exercicio. Em relagéo
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aos TG, nao se obteve reducéao significativa, comparando-se os valores medianos
anteriores e posteriores ao programa. No presente estudo observou-se redugao por
meio do exercicio ndo somente CT e LDL, mas também nos niveis de TG.

Essa redugcao encontrada no presente trabalho nos valores do colesterol total,
triglicérideos e LDL n&o foi encontrada por Meissner et al. (2010), no entato corrobora
com os resultados encontrados por GUO et al. (2011), que fez seu estudo com um
grupo de trabalhadores, submetendo-os a trés meses de um programa de exercicio
aerdbio, obtendo diminuicdes nos niveis de triglicérides, colesterol total, LDL
colesterol e aumento significativo nas concentragdes de HDL colesterol.

O valor desproporcional do desvio padrao visto no grafico de algumas variaveis,
como o TG observados no grupo G3, tem sua causa em um dos animais em relagéo
aos demais do mesmo grupo, supomos que seja alguma caracteristica individual de
seu metabolismo possivelmente relacionada a fatores genéticos, pois embora os
animais pertencentes ao nosso estudo tenham vindo do mesmo fornecedor, eles nao
nao obrigatoriamente da mesma cepa.

A apresentagao dessa caracteristica somente se deu com o inicio do protocolo
de administragao da dieta hiperlipidica, tendo em vista que de acordo com Santos
(2018) a ingestao de uma dieta hiperlipidica, principalmente utilizando-se o ovo como
fonte, pode alterar o perfil lipidico do individuo, e fatores genéticos podem aumentar
ainda mais os niveis séricos de colesterol total, LDL e triglicerideos a partir dessa
maior ingestdo de colesterol. Segundo Ludke e Lépez et al. (1999), problemas no
metabolismo do colesterol no organismo podem acarretar aumento na sua
concentragdo no sangue, ja sendo comprovado que a ingestdo de uma dieta
hiperlipidica € um fator de risco para aqueles individuos que apresentam problemas
geneéticos de regulagao do seu metabolismo.

Accioly et al. (2016) observaram decréscimo nos niveis de colesterol total nos
grupos treinados, mas esses beneficios ndo foram evidenciados nos niveis de HDL,
cuja elevagdo aconteceu apenas no grupo sedentario alimentado com ragdo. Os
animais hipercolesterolémicos, independente do uso de estatinas, submetidos ao
exercicio aerobico, apresentaram baixa dos niveis de HDL. Tal fato se contrapde aos
resultados do presente estudo, onde foi constatado o aumento dessa lipoproteina.

Nossos resultados corroboram com os de Loprinzi, Smit e Mahoney (2014) feito com
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humanos, que também relataram aumento dessa lipoproteina por meio do
treinamento fisico.

Os animais do atual estudo, tanto do grupo Gema como do grupo Exercicio,
apresentaram um aumento dos niveis de HDL em todos os tempos apods o inicio do
protocolo experimental, sendo no entanto, maiores valores no grupo Exercicio em
relacdo ao Gema, com esta diferenga sendo significante no tempo 66 e 99.

O aumento do HDL no grupo exercicio pode ser explicado por Pitanga et al.
(2021) ao descrever que durante o exercicio ha aumento da atividade da lipoproteina
lipase (LPL), acelerando o catabolismo dos triglicérideos e provocando a transferéncia
de colesterol, fosfolipidios e proteinas para as particulas de HDL-C, aumentando
assim a sua concentragdo. Esse aumento HDL é importante, pois de acordo com
Fraga et al. (2017) a elevacgdo de 1% no HDL-C associa-se a redugéo de 3% nas taxas
de mortalidade cardiovascular.

Mohammadi et al. (2006) encontraram em 8 semanas de exercicio com
coelhos, efeitos positivos sobre aterosclerose, afirmando ser o exercicio um método
apropriado para prevencao dessa doenga por meio de alteragdes positivas no perfil
de colesterol sérico, especialmente aumentando do nivel sérico de HDL. Nossos
resultados mostram-se semelhantes a estes, pois vimos melhoras no perfil lipidico de
nossos animais que foram submetidos ao exercicio.

O fato do grupo Gema apresentar também aumento nos valores de HDL,
mesmo sendo este aumento inferior ao do grupo Exercicio, pode ser justificado pelos
resultados de McNamara (2000) que ao adicionar uma determinada quantidade de
colesterol por dia na dieta de individuos aumentou os niveis ndo somente do LDL mas
também de HDL, e ainda pelo estudo de DiMarco et al. (2017) que mostrou que a
ingestdo diaria de ovos de galinha aumentou a funcionalidade do HDL. Assim
podemos perceber que a dieta € também um influenciador dos niveis de HDL.

Conforme Muscella, Stefano e Marsigliante (2020) o exercicio aerdbico diminui
o risco de doenga coronariana, diminuindo parcialmente niveis séricos de TG e
colesterol LDL e aumentando os niveis de HDL. Além disso, o exercicio também
exerce efeito na maturacdo do HDL e composicdo e no transporte reverso de
colesterol das células periféricas para o figado para favorecer seu catabolismo e

excrecao. Este processo previne a aterosclerose, e varios estudos demonstraram que
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o exercicio fisico aumenta o metabolismo lipidico do coragdo e protege contra
doencas cardiovasculares.

Nessa mesma linha, uma revisdo sistematica feita Chacon e Fiani (2020)
aponta que os niveis aumentados de HDL sao participantes do processo de regresséo
da placa, tendo o transporte reverso de colesterol desempenhado pelo HDL um papel
importante no processo, sendo o mecanismo por tras do efeito benéfico do HDL na
regressao da placa.

Ainda segundo a revisdo de Chacon e Fiani (2020) outro fator que contribui
para a regressao da placa é a migragcdo de macrofagos e células espumosas do
nucleo necrético da lesdo de volta aos linfonodos. Anteriormente acreditava-se que a
apoptose desempenhava o unico papel no desaparecimento dos macrofagos do
nucleo, sabe-se agora que uma recuperacado da motilidade também esta envolvida.
Foi observado que o mecanismo por tras da motilidade retornada inclui o crescimento
dos lamelipédios de macrofagos para o movimento

O primeiro estudo encontrado com exercicios em coelhos, foi feito por
KOBERNICK, NIWAYAMA e ZUCHLEWSKI (1957) que utilizou a mesma especie
utilizada em nossa pesquisa, dividindo os animais em dois grupos: um que recebeu
colesterol e outro que recebeu colesterol e fez exercicio. O recurso usado para a
execucgao do exercicio foi um tambor eletrificado que liberava descargas nas patas
dos animais para que os mesmos fossem condicionados a correr, girando o tambor.
Além disso, era soado uma buzina de bicicleta para aumentar o estimulo. Este
protocolo era feito por cinco minutos duas vezes ao dia, por quatro semanas. Esses
autores conseguiram verificar que o grupo que nao se exercitou apresentou graus de
aterosclerose mais severos que o grupo que exercitou, tal qual foi visto em nosso
estudo.

O traballho de OYEN-TIESMA, ATKINSON e HAUT (1998) também utilizou
animais da mesma espécie que no nosso estudo. Para execucao do protocolo de
exercicio usaram uma esteira motorizada de uso humano, adaptada com folhas de
policarbonato transparente para que um animal pudesse correr nela. As dimensdes
eram suficientes para desencorajar o coelho a se virar durante a corrida. Um
comedouro foi instalado no painel anterior para estimular o coelho a correr. Eles
corriam 0,5 km/h por 10 minutos, 5 dias por semana. Na nossa pesquisa também

adptamos uma esteira de uso humano, para tal foi construido um caixote de MDF que
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pudesse conter toda a dimensao da parte rolante da esteira. Além disso, o caixote foi
compartimentalizado com divisérias para que até 4 animais pudesse realizar o
exercicio por vez.

O MDF foi escolhido por ser um material de baixo custo, facil de ser encontrado
e manuseado. A possibilidade de fazer até 4 animais por vez otimizava o tempo do
pesquisador, tendo em vista que sendo 5 animais do grupo exercicio que executavam
a atividade aerobica, cada um deles precisava de 60 minutos para realizacdo do
protocolo, assim todo este protocolo era cumprido em até 120 minutos, ao invés de
300 minutos.

De acordo com Myers et al. (2002) a melhor forma de avaliar a intensidade do
exercicio € por meio da medida de aptidao cardiorrespiratoria, ou seja, da consumo
maximo de oxigénio (VO2max). Embora isso seja primariamente feito em humanos,
vem sendo utilizado também em animais. No trabalho feito por Gaustad, Rolim e
Wislgff (2009) eles avaliaram o VO2max, € ainda o ECG e a mensuragéo do lactato de
6 coelhos, da mesma espécie que por nos utilizados. Estes autores conseguiram o
atingir o VO2 max numa velocidade de 0,4 m/s em 4 minutos de exercicio. A presente
pesquisa utilizou uma velocidade 1km/h o que daria pouco mais de 0,27 m/s, sendo
entdo de acordo com este estudo um exercicio submaximo, ou seja, de intensidade
moderada.

Yang el al. (2023) avaliaram os efeitos do exercicio crénico e da dieta rica em
colesterol na fungdo vascular por diferentes periodos de tempo. Os grupos de
treinamento fisico correram em uma esteira a 0,88 km/h por até 40 minutos/dia, 5
dias/semana, pelo mesmo periodo de tempo da alimentacdo dietética. Eles
encontraram que embora a alimentagdo com dieta rica em colesterol ocasionasse
niveis elevados de colesterol sérico e comprometimento vasorrelaxamento evocado
pela acetilcolina, apenas o ultimo efeito foi revertido pelo treinamento fisico. Os efeitos
do exercicio no vasorrelaxamento evocado pela acetilcolina foram principalmente
devidos a liberagao alterada de é6xido nitrico e do fator hiperpolarizante derivado do
endotélio.

Ainda de acordo com Yang el al. (2023) a alimentagao hiperlipidica por 4 ou
6 semanas causou deposicao lipidica significativa no vaso e expressao de P-selectina,
VCAM-1, proteina -1 quimioatraente de mondcitos e induzivel sintase do oxido nitrico,

que foi amplamente reduzida pelo exercicio treinamento. Concluindo que o
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treinamento fisico paralelo quase reverte completamente a disfuncdo endotelial em
estagio inicial causada pela alimentagdo com dieta rica em colesterol. Supomos que
em nosso estudo mecanismos vasculares semelhantes tenham acontecido, embora
nao tenhamos avaliado, todavia, diferentemente destes autores encontramos reducao
nos niveis de LDL e triglicerideos, ambas com diferengas significantes.

Para melhores resultados, acreditamos que além do exercicio seria
fundamental a modificagao da dieta, tendo em vista os resultados obtidos por Zhao
et al. (2021) que fez um experimento com 33 coelhos induzindo nestes ateroslcerose
por meio de uma dieta e ao retirar esta dieta constatou o aumentou o conteudo total
de colageno, aliviou a infiltragcdo de macréfagos, melhorou a ligagdo cruzada do
colageno e diminuiu os vulneraveis indices de placa. Estas descobertas apoiam a
nocéo de que uma dieta saudavel somados a atividade fisica moderada devem ser a
terapia fundamental para a doenca aterosclerotica.

Jen, Chan e Chen (2002) estudando o exercicio crébnico na melhora da
sinalizagdo do calcio endotelial e a vasodilatagcdo na artéria femoral de coelhos
hipercolesterolémicos, utilizou coelhos machos da Nova Zelandia dividindo-os em
grupos de controle e de exercicio. Os animais nos grupos de exercicio correram em
uma esteira nivelada a 0,88 km/h por 10 a 60 minutos, gradualmente, durante 5 dias
por semana, durante um total de 8 semanas. Verificaram que alimentagao com dieta
rica em colesterol causou deposi¢cao de lipidios na superficie vascular, reduziu a
elevagdo da EC [Ca2]i evocada por ACh e prejudicou as respostas vasculares
dependentes e independentes do endotélio, mas o exercicio crénico proporcionou o
vasorrelaxamento induzido por ACh associado a CE [Ca2]i elevacdo em todos os
grupos; e (3) vasorrelaxamento em niveis elevados de elevagao da CE [CaZ2]i diminuiu
na hipercolesterolemia.

O protocolo de exercicio usado em nossa pesquisa constatou que a execugao
de uma atividade na esteira aponta melhoras na saude cadrdiovascular. Mesmo com
uma dieta hiperlipidica, a realizagdo do exericio aerdbico mostrou ter uma efeito
consideravel na progressao da doencga. O fato da execucéo ter sido feita durante a
semana, havendo pausa no fim de semana, atende as recomendacdes da Sociedade

Brasileira de Cardiologia, e como foi visto surtiu efeito.
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O nosso estudo, quando comparado com outros que também foram realizados
em animais, traz como diferenga maior fidedignidade em seus resultados por ter sido
usado critérios objetivos na mensuragdo da morfometria das camadas da parede
arterial, com a possibilidade de facil replicagcdo em estudos futuros, haja visto a
descricdo do passo realizado. O estudo de Mohammadi et al. (2006) por exemplo
atribui para a medir a lesao aterosclerética uma escala subjetiva de 0 a 5 e ainda faz

isso apenas com a camada subendotelial, desprezando as outras camadas do vaso.

Ainda comparando com outros estudos, o nosso avaliou o lipidograma dos
animais ao longo de 4 aferi¢des, com intervalos de 33 dias entre cada uma delas,
diferente de outros que fizeram uma unica medida. Outro aspecto € o tempo e a
duragédo do exercicio, alguns estudos usaram 8 semanas e ainda durante pelo menos
em 3 a 4 destas durou menos de 30 minutos, ndo atigindo o tempo minimo

recomendado pela Sociedade Brasileira de cardiologia.

Devemos levar em consideragao o que Stein e Borjesson (2019) falaram com
relacdo ao sedentarismo, pois as evidéncias apontam para dados preocupantes
quanto a inatividade fisica no Brasil. Ao longo de quase 30 anos (1990-2017), os
brasileiros demonstraram um risco de exposi¢ao a inatividade fisica de 59%, tanto em
1990 quanto em 2017; além disso, aproximadamente 22.500 e 32.400 mortes por
todas as causas foram atribuiveis a inatividade fisica nesses anos, respectivamente.
Ir de encontro a esses fatos € necessario, e uma forma eficaz de fazé-lo é através da
pratica do exercicio fisico, executado de forma simples, com recursos acessiveis e

disponiveis.

E importante ressaltar que a preocupacdo em utilizar um niimero pequeno de
animais talvez tenha implicado em alguns resultados que poderiam ter sido melhores
caso a amostra fosse maior, tais como alguns resultados, que foram melhores para o
grupo exercicio em comparagdo ao gema, mas nao foram estatisticamente
significante. Entretanto quando isso ocorreu € interessante que seja levado em
consideracao que essas melhoras trazem consigo por vezes relevancia clinica e ou

bioldgica.

Nessa tese, ficou evidente que o exercicio fisico aerdbico reduz a possibilidade

de lesdo da parede arterial provocada pela aterosclerose experimental no modelo
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proposto. Tais resultados corroboram com as orientacdes preconizadas para o ser

humano.

7 CONCLUSAO

O exercicio fisico aerobico € eficaz na prevencgao da aterosclerose experimental
em coelhos albinos submetidos a uma dieta hiperlipidica.

Constatamos que o grupo exercicio apresentou em relagao ao grupo gema:
Reducéo dos niveis de Colesterol total, Triglicerideos e LDL e aumento dos niveis de
HDL,; Reducgao de 18% da espessura da camada subendotelial, redugao da espessura
da tunica média e menor expressdo do marcador CD68.

A nossa hipétese era que a reducdo da camada subendotelial fosse em torno
de 5%, com base em estudos que testaram outros tipos de intervencao, todavia
evidenciamos n&o apenas o0 que suspeitavamos, mas nos surpreendemos.

Portanto, o exercicio fisico aerébico ¢ um método eficaz de prevenir
aterosclerose, atuando fortemente na parede arterial, melhorando os seus aspectos
morfolégicos e morfométricos, sobretudo do endotélio. A sua pratica pode ser a chave

para se obter melhores condi¢cdes da saude vascular.
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RESUMO

Introduclio: Virios autores descrevem difi delos de at lerose experimental,
muitos deles, sem descrighes claras dos métodos ¢ na maioria das vezes utilizando colesterol
puro misturado a ragdo, 0 que torma o experimento mais caro e complexo. Objetivo: objetivando
a padronizacio de um modelo de dieta experimental simples, facilmente reprodutivel e de baixo
custo, testamos trés diferentes modelos de dieta experimental para verificar qual destas é mais
eficaz. Material e método: Foram utilizados 42 coelhos de raga Nova Zelindia adultos machos,
criados em gaiolas individuais apropriadas. Os coelhos foram randomizados, pesados e
divididos em 6 grupos com 7 animais, sendo um coatrole ¢ os demais fazendo uso de dietas
hipercolesterolémicas diferentes. A coleta do sangue foi realizada apds jejum de 12 horas, em
todos os coelhos, para verificagio de suas taxas de colesterol total, HDL-c ¢ LDL-¢c ¢
triglicerideos. Apds os dias de experimento os animais foram eutanasiados ¢ fragmentos
vasculares foram removidos para andlise histolégica. Resultado: O grupo Gl manteve,
proximos, as taxas do perfil lipidicos desde suas primeiras andlises; os grupos G2 ¢ G3
aumentaram de forma significante os niveis de colesterol total, grupos G4 ndo obteve dados
significantes, G5 ¢ G6 nlio se adaptaram as dietas. Ao exame microschpico observou-se células
espumosas no arco adetico, cardtida e femoral. O espessamento na aorta no G3 foi superior a0

grupo G2. Conclusio: A administracio de 20 ml de gema crua de ovo de galinha ¢ funcional,
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Effect of physical exercise in the prevention of one of the risk factors of
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RESUMO

Introdugiio: A hipertensdo artenal sistémica é um dos principais fatores relacionados com
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, presente na génese da aterosclerose,
contribuindo assim para o estabelecimento da calcifica¢do corondria. Objetivo: evidenciar
o efeito do exercicio fisico aerdbico na prevencgdo de um dos fatores de risco de aterosclerose:
os altos niveis de pressdo arterial sistémica. Material e método: Este estudo trata-se de uma
revisio de literatura, cujas buscas foram realizadas em plataformas virtuais indexadas
PUBMED, BVS e SCIELO. Foram utilizados os descritores exercicio fisico ‘physical exercise’,

aterosclernse ‘athernsclerncis” hinertencdin arterial ‘arterial hunertension” e nrevenciio
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