1. INTRODUCAO GERAL

A modificac¢do oxidativa das particulas de LDL € considerada um dos principais
eventos na indugdo e progressdo da aterosclerose. Os resultados de estudos
experimentais e epidemioldgicos tém sugerido que a maior taxa de lipoperoxidacao esta
associada as doencgas cardiovasculares (Kritharides & Estocker, 2002; Petrovan et al.,
2007).

A aterosclerose tem sido a causa principal de doengas coronarianas. Ela é
causada pelo aumento das lipoproteinas (LDL, IDL, VLDL, e remanescentes de
quilomicrons) no plasma e turbuléncias hemodinamicas. Como conseqiiéncia, ocorre
uma disfuncdo endotelial, aumentando a permeabilidade da intima as lipoproteinas
plasmdticas favorecendo a retencdo destas no espaco subendotelial. Retidas, as
particulas de LDL sofrem oxidagdo, causando a exposicao de diversos neo-epitopos,
tornando-as imunogénicas. Assim, devido a uma ativacdo endotelial ocorre um
recrutamento de leucdcitos € com isso inicia-se um centro de desenvolvimento e
progressdo de placas ateroscleréticas causando complicagdes clinicas (Petrovan et al.,
2007).

Tratamentos, tais como, mudancas no estilo de vida do paciente, medicamentos,
antihipertensivos, aspirina (para diminuir o potencial de coagulagcdo sanguinea), drogas
para diminuir a colesterolemia (Sinvastatinas e Lovastatinas), cirurgia ou angioplastia,
tém sido usados no tratamento da aterosclerose (Toomey et al., 2003). No entanto, em
alguns casos, estes tipos de tratamentos nao t€ém demonstrado ser efetivos na cura e, até
mesmo na prevengdo das patologias relacionadas ao sistema cardiovascular.

Para o estudo desta doencga, tém ocorrido vérios avangos com o uso de
camundongos geneticamente modificados. Alguns destes animais possuem um gene
deletado para a apolipoproteina E (apoE) ou para o receptor de lipoproteina de baixa
densidade, desenvolvendo lesdes aterosclerdticas espontaneamente em muitos locais nas
artérias. Em ambos os casos, o desenvolvimento da lesdo € acelerado quando os animais
sao conduzidos a uma dieta com alto teor de gordura saturada (Jackson et al., 2007).

Como forma de atenuar ou diminuir a ocorréncia do processo aterosclerético, os
lipideos t€m sido, nas ultimas duas décadas, importante ponto de pesquisa em saude e
nutri¢cdo. Sendo assim, existe um grande interesse em estudar os efeitos benéficos destes
compostos sobre a saide humana, especialmente na prevengdo e tratamento das doengas
cardiovasculares, como: enfarte do miocardio, angina pectoris, acidente vascular

cerebral e aterosclerose.



O 4cido linoleico conjugado (CLA) tem sido investigado pelos seus efeitos
benéficos na prevencdo e tratamento de doencas em uma variedade de modelos
experimentais, incluindo modelos de obesidade, diabetes tipo 2, cancer e doencas
cardiovasculares (Parodi, 1999; Pariza et al., 2000). Em se tratando de doencas
coronarianas, observa-ou que o CLA pode diminuir a extensdo da aterosclerose
(Kritchevsky et al., 2002; Toomey et al., 2003; Bhattacharya et al., 2006). Segundo o
estudo de Toomey et al. (2003), a administracido do isomero cis 9 e trans 11 do CLA em
camundongos knockout para o gene da ApoE, com lesdes aterosclerdticas pré-
estabelecidas, ndo s retardou a progressao, como também induziu a regressao de lesdes
na aorta.

O possivel mecanismo para explicar o efeito do CLA na aterosclerose seria a
habilidade em alterar o metabolismo hepatico dos lipidios e lipoproteinas (Mitchell et
al., 2005). Devido as suas caracteristicas fisicas, semelhantes aos dcidos graxos
insaturados, ha especulacdes de que o CLA pode operar como um ligante de vérios
receptores nucleares (Pariza et al., 2000), como os PPAR (Peroxisome Proliferator
Activated Receptor), que sdo fatores criticos no metabolismo de lipidios no figado e
tecido adiposo (Taylor & Zahradka, 2004).

Outra forma de prevenir ou reverter a formagdo de placas ateromatosas nas
artérias tem sido a utilizagdo de exercicios fisicos semanais para o condicionamento
cardiovascular (Lakka et al., 2001; Maeda et al., 2003; Das, 2004). Mesmo quando
realizados com baixa freqii€ncia, ou seja, 2 a 3 vezes por semana, numa intensidade
moderada (40% a 60% do VO,max), t€ém demonstrado ser eficazes na reducdo das
doencas coronarianas (Willians et al., 2003).

Estudos t€m-se realizados para a comprovacgao dos efeitos benéficos da atividade
fisica aerdbia na redugdo e prevencado de doengas coronarianas (Meilhac et al, 2001; Cal
& Figueiredo, 2002; Maeda et al., 2003), utilizando-se tanto humanos quanto animais.
Cal & Figueiredo (2002) prescreveram caminhadas de 30 minutos por dia para um
grupo de individuos e verificaram uma reduc@o no risco da ocorréncia de doencas
cardiovasculares em até 18% dos pesquisados. Em um estudo feito com mulheres
pedalando em um ciclo ergdmetro durante 3 meses, 5 vezes por semana, durante 30
minutos a uma intensidade de 80% da frequéncia cardiaca maxima, também foi
verificado efeitos benéficos no sistema cardiovascular, como diminui¢do da pressao

artérial e do colesterol total (Maeda et al., 2003).



Resultados semelhantes aos anteriores foram constatados em estudos com
animais (Meilhac et al., 2001; Napoli et al., 2004). Por exemplo, Napoli et al. (2004)
submeteram camundongos Knockout para o receptor de LDL, a 60 minutos de natagdo,
duas vezes ao dia, 5 dias por semana e, verificaram que o exercicio protegeu contra os
efeitos do excesso de colesterol sérico no desenvolvimento da aterosclerose.

O avango das pesquisas abordando o CLA e o Exercicio Fisico como possivel
modulador do processo aterogénico € satisfatorio, porém € necessario esclarecer o seu
papel na prevencao e controle desta doenga cronica. Sendo assim, pesquisas devem ser
conduzidas com enfoque voltado para as situagdes que ocorrem no cotidiano dos

individuos suscetiveis as doencas cronicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a interacdo da dieta hiperlipidica, do acido linoleico conjugado e do
exercicio fisico no metabolismo lipoproteico de camundongos geneticamente

modificados para aterosclerose.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do dcido linoleico conjugado (CLA) associado a dieta
hiperlipidica sobre as lipoproteinas plasméticas e ganho de peso de

camundongos Apo E ") exercitados;

e Avaliar os efeitos do exercicio fisico associado a dieta hiperlipidica sobre o
colesterol total, LDL e ganho de peso de camundongos Knockout para a Apo E

suplementados com &cido linoleico conjugado.

e Avaliar os efeitos da combinacdo de exercicio fisico e 4cido linoleico conjugado
na progressao de aterosclerose de camundongos knockout para o gene da Apo E

alimentados com dietas normo e hiperlipidica.



3. ARTIGO DE REVISAO

Aterosclerose: mudancas associadas a alimentacao, suplementacao

com acido linoleico conjugado e exercicio fisico.

Resumo

A aterosclerose € uma doenga inflamatdria cronica de origem multifatorial que ocorre
em resposta a agressdo endotelial, acometendo principalmente a camada intima de
artérias de médio e grande calibre. Condutas como, mudancas no estilo de vida do
paciente, uso de medicamentos antihipertensivos e drogas para baixar o colesterol,
cirurgias ou angioplastias, tém sido utilizadas no tratamento da aterosclerose. No
entanto, em alguns casos, estes tipos de tratamentos nao t€m sido efetivos na cura ou na
regressao da aterosclerose e, até mesmo na prevencdo das patologias relacionadas ao
sistema cardiovascular. A redu¢do da quantidade de gorduras na dieta e o tipo de
gordura ingerida estd diretamente ligado as doencas coronarianas, estando cada vez
mais claro que o efeito dessas na saide humana depende da fonte e natureza dos acidos
graxos. O CLA pode modular a resposta celular do fator de necrose tumoral alfa,
influenciando negativamente a expressao desses genes pro-inflamatoérios. O consumo de
CLA, também tem demonstrado efeito benéfico sobre o perfil lipidico e anti-aterogénico
em diferentes modelos experimentais, como coelhos, camundongos e hamsters.
Exercicios fisicos semanais para o condicionamento cardiovascular, também tém sido
utilizados como forma de prevenir ou reverter a formacao de placas ateromatosas nas
artérias. Mesmo quando realizados com baixa freqiiéncia, ou seja, 2 a 3 vezes por

semana, numa intensidade moderada, sdo eficazes na reducao das doengas coronarianas.

Palavras-chaves: Dislipidemia; Suplementacdo, Atividade Fisica; Omega 3;



3.1 Introducao

A aterosclerose tem sido a causa principal de doencgas coronarianas. E causada
por uma inflamacdo progressiva na parede dos vasos sanguineos, resultado da
acumulagdo de lipoproteinas, devido um aumento desta no plasma e turbuléncias
hemodinamicas. Devido a uma ativacdo endotelial ocorre um recrutamento de
leucdcitos no local onde as lipoproteinas se acumularam e, com isso inicia-se um centro
de desenvolvimento e progressio de placas aterogénicas que poderd causar
complicagdes clinicas (Petrovan et al., 2007). Para o estudo desta doenga, vdrios
avangos tém ocorrido, principalmente, com o uso de camundongos geneticamente
modificados. Alguns destes animais possuem um gene deletado para a expressdo da
apolipoproteina E (apoE) (responsdvel pelo transporte do LDL plasmatico até o figado)
ou para o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) (receptor responséavel pela
captacdo da LDL no figado). Desta forma, ocorre um aumento da LDL no plasma,
desenvolvendo lesdes aterosclerdticas espontaneamente em muitos locais nas artérias.
Em ambos os modelos experimentais, o desenvolvimento da lesdo € acelerado quando
estes s@o conduzidos a uma dieta com alto teor de gordura saturada (Jackson et al.,
2007).

A redugdo da quantidade de gorduras na dieta € recomendada por varias
institui¢des, incluindo a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), Associacdo Americana
do Corag¢dao (AHA) e a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), como forma de
tratamento profildtico para diferentes desordens relativas ao metabolismo lipidico.
Outro aspecto a ser levado em consideragdo, € o tipo de gordura ingerida (gorduras
saturadas e insaturadas), estando cada vez mais claro que o efeito dessas na saude
humana depende da fonte e natureza dos dcidos graxos (Madsen et al., 2005).

Condutas como, mudancas no estilo de vida do paciente, medicamentos
antihipertensivos, aspirina (para diminuir o potencial de coagulagcdo sanguinea), drogas
para baixar o colesterol (Sinvastatinas e Lovastatinas), cirurgias ou angioplastias, tém
sido utilizadas no tratamento da aterosclerose (Toomey et al., 2003). No entanto, em
alguns casos, estes tipos de tratamentos nao t€m sido efetivos na cura ou na regressao da
aterosclerose e, até mesmo na preveng¢do das patologias relacionadas ao sistema
cardiovascular.

Pariza et al. (2000), mostraram que o CLA pode modular a resposta celular do
fator de necrose tumoral alfa, influenciando negativamente a expressao desses genes

pré-inflamatérios. O consumo de CLA, também tem demonstrado efeito benéfico sobre



o perfil lipidico e anti-aterogénico em diferentes modelos experimentais, como coelhos
(Lee, Kritchevsky e Pariza, 1994), camundongos (Munday, Thompson e James, 1999) e
hamsters (Wilson et al., 2000).

Exercicios fisicos semanais para o condicionamento cardiovascular também t€m
sido utilizados como forma de prevenir ou reverter a formagao de placas ateromatosas
nas artérias (Lakka et al., 2001; Maeda et al., 2003; Das, 2004). Mesmo quando
realizados com baixa freqiiéncia, ou seja, 2 a 3 vezes por semana, 30 minutos por
sessdo, numa intensidade moderada (40% a 60% do VO,max), sdo eficazes na reducdo
das doencas coronarianas e eventos associados (Willians et al., 2003). A comprovagao
dos efeitos benéficos da atividade fisica na reducdo e prevencdo de doencas
coronarianas pode ser observada no estudos de Meilhac et al. (2001), Cal e Figueiredo
(2002) e Maeda et al. (2003).

Para uma melhor compreensio dos mecanismos envolvidos na gé€nese da
aterosclerose e sua associagdo com o dcido linoleico conjugado na dieta aliada ao
exercicio fisico, fez-se uma ampla revisdo dos dados disponiveis na literatura nos

altimos 10 anos.

3.2 Consideracoes gerais sobre aterosclerose, alimentacido, acido linoleico
conjugado e exercicio fisico.
3.2.1 Processo aterosclerotico

A aterosclerose é uma doenca inflamatdria cronica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressio endotelial, acometendo principalmente a camada intima
de artérias de médio e grande calibre (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007). A
formacdo da placa aterosclerdtica inicia-se com a agressao ao endotélio vascular devida
a fatores de risco como elevacdo das lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL,
remanescentes de quilomicrons), hipertensdo arterial, tabagismo e sedentarismo (Santos
et al., 2008). Como conseqiiéncia, a disfun¢do endotelial aumenta a permeabilidade da
intima as lipoproteinas plasmadticas favorecendo a retengdo destas no espago
subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidacdo, causando a exposi¢cao de
diversos neo-epitopos, tornando-as imunogénicas (Sociedade Brasileira de Cardiologia,
2007). O deposito de lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da
aterosclerose, ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas lipoproteinas no

plasma (Petrovan et al., 2007).



Além do aumento da permeabilidade dos vasos, outra manifestacio da disfungdo
endotelial € o surgimento de moléculas de adesdo leucocitdria na sua superficie,
processo estimulado pela presenga de LDL oxidada (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2007). As moléculas de adesao sdo responsaveis pela atragdo de mondcitos
e linfécitos para a parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotdticas, os mondcitos
migram para o espaco subendotelial onde se diferenciam em macréfagos, que por sua
vez captam as LDL oxidadas (Sanz & Fayad, 2008). Os macréfagos repletos de lipides
sao chamados células espumosas e sao o principal componente das estrias gordurosas,
lesdes macroscépicas iniciais da aterosclerose (Santos et al., 2008). Mediadores da
inflamacdo estimulam a migracdo e proliferagdo das células musculares lisas da camada
média arterial para a intima. Estas, a0 migrarem para a intima, passam a produzir nao s6
citocinas e fatores de crescimento, como também matriz extracelular que formara parte
da capa fibrosa da placa aterosclerdtica (Sanz & Fayad, 2008).

Nos ultimos anos, tem-se evidenciado o papel da inflamac¢@o na fisiopatogenia
da aterosclerose e ocorréncia de eventos aterotromboéticos como determinantes nas
doencas arteriais coronarianas (DAC) (Ridker et al., 1998). Observou-se ainda que esse
processo pode aparecer no inicio da vida, devido as fatores genéticos, inatividade fisica
e alimentacdo rica em gorduras. As estrias gordurosas na aorta podem se desenvolver na
infancia, e as placas fibrosas podem ser observadas antes dos 20 anos de idade (Rabelo,
2001). A placa aterosclerética plenamente desenvolvida € constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular e nicleo lipidico (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2007). Estes elementos formam na placa aterosclerética, um nucleo
lipidico rico em colesterol e a capa fibrosa, rica em coldgeno (Santos et al., 2008).

As placas estdveis caracterizam-se pela presenca de coldgeno, organizado em
capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e nucleo lipidico de proporcodes
menores (Rabelo, 2001). As instdveis, apresentam atividade inflamatdria intensa,
especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo
lipidico proeminente e capa fibrética t€nue (Santos et al., 2008). A ruptura desta capa
expoe material lipidico altamente trombogénico, levando a formacdo de um trombo
sobrejacente (Ridker et al., 1998). Este processo, também conhecido por aterotrombose,
¢ um dos principais determinantes das manifestagdes clinicas da aterosclerose.

Os fatores que contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose sdo a
hiperlipoproteinemia, o aumento da agregacdo plaquetdria, a diminui¢cdo das células

endoteliais vasculares e o aumento da proliferacdo de células lisas. Os leucdcitos,

10



mondcitos e macréfagos estdo presentes na lesdo aterosclerdtica, sugerindo processo

inflamatdrio ao longo do seu desenvolvimento (Sanz & Fayad, 2008).

3.2.2 Alimentacao e satide

A alimentagdo rica em gordura é comprovadamente um dos fatores indutores da
obesidade, tanto em animais experimentais como em humanos (Feoli et al., 2003; Jen et
al.,, 2003), ainda que ndo seja acompanhada por ingestdo hipercaldrica. Isso ocorre
porque o tipo de gordura influencia as funcdes metabdlicas e leva a mudangas no peso
e/ou composi¢ao corporal (Gaiva et al., 2003). Além de induzir a obesidade, a ingestao
excessiva de gorduras também favorece o aparecimento de todas as co-morbidades
relacionadas a ela, como a hipertensao arterial, o diabetes mellitus, as hiperlipidemias e
as doencas cardiovasculares (Feoli et al, 2003).

A gordura abdominal visceral observada entre os obesos mostra-se como tecido
metabolicamente ativo, apresentando uma alta taxa de renovacgao (Calle, 1999). O tecido
gorduroso visceral mostra-se muito sensivel a acdo lipolitica das catecolaminas e dos
acidos graxos livres (AGL) resultantes da lipdlise que chegam ao figado pelo sistema
portal. O maior aporte hepatico de AGL tem como conseqiiéncias uma redu¢do na
captacdo e degradacdo da insulina, aumento na neoglicogénese e maior producdo
hepatica de glicose.

Acidos graxos livres e triglicerideos, em maiores quantidades na circulacio
sist€émica, alcancam o miusculo esquelético e reduzem a captagdo de glicose induzida
pela insulina, favorecendo a elevacao dos niveis glicEmicos que por sua vez estimulam a
producdo de insulina. A hiperinsulinemia, atuando no sistema nervoso central, age
aumentando a atividade do sistema nervoso simpdtico, gerando um estado
hiperadrenérgico que promove vasoconstricdo na musculatura e contribui para a
elevacdo dos niveis da pressdo arterial. Além disso, tanto a insulina quanto o aumento
da atividade simpdtica podem estimular a reabsor¢do renal de sédio, que também
contribuird para a elevacdo da pressao arterial (Reaven et al., 1996; Hall, 2000).

A insulina pode atuar como um hormonio vasodilatador, induzindo aumento do
fluxo sanguineo para a musculatura esquelética, um efeito que parece ser mediado pelo
oxido nitrico. Entretanto, estes efeitos sdao acentuadamente diminuidos em pacientes
obesos e hipertensos, portadores de resisténcia a insulina. Além deste possivel
comprometimento da vasodilatacdo, que poderia contribuir ainda mais para a elevagao

da pressdo arterial, o decréscimo do fluxo sanguineo para a musculatura esquelética
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poderia, também determinar uma reducdo no aproveitamento periférico de glicose,
agravando o estado de resisténcia a insulina (Carneiro et al., 2003).

A terapia nutricional deve, portanto, ser adotada na prevencdo e no tratamento
das doencgas coronarianas, onde o plano alimentar deverd contemplar questdes culturais,
regionais, sociais e econdmicas, devendo ser agraddvel ao paladar e visualmente
atraente. O paciente deverd receber também orientacOes relacionadas a selecdo,
quantidade, técnicas de preparo e substituicdes dos alimentos. Para reduzir a ingestao de
colesterol, deve-se diminuir o consumo de alimentos de origem animal, em especial as
visceras, leite integral e seus derivados, embutidos, frios, pele de aves e frutos do mar
(camardo, ostra, marisco, polvo, lagosta). Para diminuir o consumo de 4cidos graxos
saturados, aconselha-se a reducdo da ingestdo de gordura animal (carnes gordurosas,

leite e derivados), de polpa e leite de coco e de alguns dleos vegetais, como os de dendé

(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).

3.2.3 Acido linoleico conjugado (CLA) como nutriente funcional

Em 1987, o grupo de Michael Pariza da Universidade de Wisconsin (Madison)
fez uma observagdo sobre o CLA, onde misturas de posi¢des de isdmeros dienoicos de
acido linoleico isolado da carne de boi grelhada inibiu quimicamente a neoplasia
induzida na pele de camundongos (Ha et al., 1987). Esta descoberta conduziu o grupo a
varias pesquisas, examinando os efeitos do CLA no cancer, funcdo imune,
aterosclerose, ganho de peso pela ingestdo de alimentos ricos no composto e avaliacdao
das alteracdes da composicao corporal.

CLA € a denominagdo comum de um grupo heterogéneo de acidos graxos de
uma cadeia de 18 carbonos com duas duplas ligagdes, formadas através da
biohidrogenacdo e oxidagdo por processos naturais (Bocca et al., 2007). Na molécula
nao hd nenhum grupo metileno separando as duplas ligagdes como ocorre no acido
linoléico. Ao invés disso, ha uma dupla ligacdo conjugada (as duplas ligacdes estdao
separados por uma ligacdo simples) com configuracdo em cis (c) ou trans (t), onde as
mais estudadas sao apresentadas em posigoes c9, t11 e t10, c12. (Bhattacharya et al.,
2006).

O CLA ¢ encontrado naturalmente em produtos animais, especialmente, animais
ruminantes, onde € sintetizado por bactérias do rimen. Também pode ser sintetizado em

animais nao ruminantes e encontrado na carne destes (Whighan et al., 2000). As
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principais fontes dietéticas de CLA sdo 3-4 mg/g em carne de boi e 5-7 mg/g em leite e
manteiga. Pode, também, ser encontrado em 6leos de semente (acafrdao e girassol), com
concentracdo de 0,01 a 0,12% dos 4cidos graxos totais (Alasnieri et al., 2002).

Em uma revisao feita por Bhattacharaya et al. (2006), foram demonstrados
varios estudos relacionando os efeitos do CLA na doenca cardiovascular, composi¢ao
corporal, medula 6ssea, resisténcia a insulina, mediadores de respostas inflamatdrias e
diferentes tipos de cancer. Os efeitos retratados nesta revisdo sdo divergentes, pois
alguns estudos demonstraram efeitos benéficos e outros demonstraram efeitos maléficos
do CLA nos individuos. Pesquisas com CLA tém demonstrado que somente 0s isdmeros
c9, t11 e t10, c12 podem trazer algum tipo de beneficio a satide da populacio, porém

alguns estudos ainda ndo sao conclusivos.

3.2.4 Exercicio fisico e prevenc¢ao de doencas

Inatividade fisica € um fator de risco para o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares, diabetes méllitus, cancer de célon e mama, obesidade, hipertensao,
osteoporose e depressio (Warburton et al., 2006). Em um estudo foi observado que
mulheres que ndo faziam exercicio fisico tinham o risco aumentado de morte por
doencas coronarianas comparadas com outras que praticavam atividade fisica
regularmente, independente de outros fatores de risco (Hassan et al., 2004).

Foi observado em outro estudo que, pessoas fisicamente ativas tinham
concentracdes mais baixas de algumas citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina
6 (IL-6); proteina C reativa (CRP) e outros marcadores da inflamacgdo (fibrinogénio e
glébulos brancos). Além disso, neste mesmo estudo, o exercicio fisico cronico atenuou
o processo inflamatdrio, reduzindo concentracdes circulantes de citocinas pro-
inflamatoérias (Nicklas et al., 2004).

O exercicio fisico regular estd associado com um decréscimo na incidéncia de
eventos cardiovasculares (Hakkin et al., 1998; Manson et al., 2002). O treinamento
fisico melhora a funcdo endotelial e a capacidade fisica de pacientes com DAC
(Benardinelli et al, 2001), melhora a insuficiéncia cardiaca cronica (Hambrecht et al.,
1998) e melhora a doenca arterial periférica (Stwart et al., 2002). Além disso, a
atividade fisica estd associada com melhora no humor, manuten¢do ou perda de peso
corporal, manuteng@o ou diminui¢do da pressdo arterial € aumento da sensibilidade a

insulina (Wannamethee et al., 2002).
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Com relagdo aos exercicios de intensidade alta, é verificado um aumento muito
expressivo na formacdo de radicais livres, com isso favorecendo uma peroxidagdo
lipidica e ndo atenuacdo da lesdo arterial aterogé€nica. Sendo assim, hd uma associacao
inversa entre intensidade da atividade fisica e o risco de eventos coronarianos (Napoli et

al., 2004).

3.3 A relacao da Aterosclerose com a alimentaciao

O aumento da ingestao de alimentos com elevada densidade energética e elevado
conteddo de gordura sdo fatores comuns ao estilo de vida ocidental. Desta forma, alguns
efeitos indesejaveis podem ocorrer a saude, tais como as dislipidemias. Estas se
caracterizam por alteracdes dos niveis sanguineos dos lipideos circulantes, podendo
levar a aterosclerose, que € uma alteracdo nas paredes das artérias de médio e grande
calibres, onde ocorre espessamento da camada intima com a perda da elasticidade e
posterior calcificagdo devido a deposi¢dao da LDL (Shils et al., 2005).

Os fatores de risco para aterosclerose como o tabagismo, hipertensdo arterial
sist€émica, baixos niveis de HDL, altos niveis de LDL, histéria familiar de doenca
cardiovascular prematura e idade superior a 45 anos nos homens e 55 nas mulheres,
influenciam e podem acelera fortemente o inicio de lesdes ateroscleréticas (Fuster et al.,
1996). Niveis elevados de trigliceridios, se ndo forem fator de risco isolado para
aterosclerose, prejudicam os reais efeitos da LDL e HDL no plasma (Austin, 1999).

Um importante aspecto a ser levado em consideragdo, € o tipo de gordura que
deve ser ingerida (gorduras saturadas ou insaturadas). No entanto, é cada vez mais claro
que o efeito dessas na saiide humana depende da fonte e natureza dos 4cidos graxos
(Madsen et al., 2005). Os dcidos graxos mono e poliinsaturados (PUFA) relacionam-se
com a melhoria do perfil lipidico, sendo utilizados, portanto, no tratamento e prevengao
de vérias doencas (Lehninger, Nelson e Cox, 2002).

Pesquisas e investigacOes clinicas tém estudado o metabolismo dos dacidos
graxos poliinsaturados e, em particular, dos dcidos graxos n-3. Atualmente, sabe-se que
estes apresentam um papel importante e efeito benéfico na prevencdo e tratamento de
doencas cardiovasculares, aterosclerose, trombose, hipertrigliceridemia, hipertensao,
diabetes, artrite, doencas auto-imunes e cancer (Salem, 1999; Uauy & Valenzuela,
2000). O consumo elevado de alimentos ricos em PUFA n-3, entretanto, pode levar ao
consumo inadequado de gorduras totais e também de PUFA n-6. A maioria dos

alimentos que contém PUFA n-3 também apresenta grandes quantidades de PUFA n-6,
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os quais tém atividades que favorecem a exacerbacdo de processos inflamatdrios
(Murray et al., 2002).

Os efeitos hipotrigliceridémicos e hipocolesterolémicos dos &cidos graxos
poliinsaturados n-3 e n-6 se devem a reducdo da atividade de enzimas hepaticas
relacionadas com a sintese de acidos graxos, como &4cido graxo sintase, glicose-6-
fosfato desidrogenase e lipase triacilglicerol (Iritani, 1998; Ikeda, 1998) e com o
aumento da atividade relacionada com a oxidacdo dos 4cidos graxos, como da enzima
carnitina-palmitoil-transferase hepatica (Yoshida et al., 1999). Esses achados benéficos
dos PUFAs tém feito com que a ingestdao de gorduras, principalmente de origem animal,
seja reduzida; sendo substituidas pelo consumo das gorduras de origem vegetal,
representadas pelos dcidos graxos mono e poliinsaturados (NCEP, 2001).

As dietas do Ocidente apresentam a razao n-6/n-3 de aproximadamente 20 a
30:1, valores muito elevados quando comparados com aqueles considerados ideais, que
seriam de 5 a 10:1 (Simopoulos et al., 1999). Os elevados valores da razdo n-6/n-3
geram um desbalanceamento de 4cidos graxos no organismo humano e, provavelmente,
contribuem para o desenvolvimento de processos inflamatérios, desordem do sistema
imune, hipertensao e disfuncdes neuroldgicas (Kinsella, 1986; Ross, 2003).

O consumo excessivo da classe n-6 na dieta pode levar a alteracdes fisioldgicas
que propiciam a exacerba¢do de quadros inflamatérios. Isso acontece devido a formagao
exagerada de eicosandides pré-inflamatérios e devido a supressdo das funcdes
imunoldgicas como a produgdo de anticorpos (Sijben et al., 2001; Pasqualini et al,

2005).

3.4 Acido linoleico conjugado e o tratamento da aterosclerose

O 4cido linoleico conjugado (CLA) € investigado pelos seus efeitos benéficos na
prevengdo e tratamento de doengas em uma variedade de modelos experimentais,
incluindo obesidade, diabetes tipo 2, cancer e doencas cardiovasculares ( Pariza et al.,
2000; Parodi, 1999). Observou-se que o CLA pode diminuir a extensdao da
aterosclerose, como foi demonstrado em modelos experimentais (Kritchevsky et al.,
2002; Toomey et al., 2003; Bhattacharya et al., 2006).

Segundo o estudo de Toomey et al. (2003), a administracdo do isdmero cis 9 e
trans 11 de CLA em camundongos Knockout para o gene da ApoE, com lesdes
aterosclerdticas pré-estabelecidas, nao sé retardou a progressao, como também induziu a

regressao de lesdes na aorta. O mecanismo potencial para explicar este efeito do CLA
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na aterosclerose € a habilidade em alterar o metabolismo hepdtico dos lipidios e
lipoproteinas (Mitchell et al., 2005).

Devido as suas caracteristicas fisicas, semelhantes aos dcidos graxos insaturados,
ha especulacdes de que o CLA pode operar como um ligante de vérios receptores
nucleares (Pariza et al., 2000), como os PPAR (Peroxisome Proliferator Activated
Receptor), que sdo fatores criticos no metabolismo de lipidios no figado e tecido
adiposo (Taylor e Zahradka, 2004).

Num estudo de Kritchevsky et al. (2002), foram verificados efeitos na
diminui¢ao da severidade da lesdo da artéria aorta de coelhos alimentados com 0,05,
0,075, 0,1 e 0,5% de CLA por um periodo de 90 dias. De acordo com Toomey et al.
(2006), o CLA induz a redugdo da aterosclerose por regular negativamente a expressao
de genes pré-inflamatérios, como o PPAR alfa e o PPAR gama, e induzir apoptose nas
lesdes aterosclerdticas.

Como foi retratado anteriormente, estudos com animais tém demonstrados
efeitos positivos do uso de 4cido linoleico conjugado na regressdo da aterosclerose.
Estudos com humanos sio escassos, devido a dificuldade de controlar variaveis como
pratica de atividade fisica e padrdes alimentares. No entanto, de acordo com Benito et
al. (2001), a ingestdo de 3,9 g de CLA por dia pode melhorar o perfil lipidico, reduzindo
ou mantendo os niveis de lipoproteinas aterogénicas. Porém, no estudo de Smedman &
Vessby (2001), ndao foi verificado efeitos nas concentragdes de lipoproteinas
plasméticas em individuos que ingeriram 4,2 g de CLA por dia durante 12 semanas.
Sendo assim, se faz necessdrio realizar estudos que pesquisem, ndo s6 a quantidade de
CLA que deve ser ingerido, como também, por quanto tempo esta suplementacdo deve

ser feita para poder ser efetiva na regressao da aterosclerose.

3.5 Exercicio fisico e sua relacido com a aterosclerose

A atividade fisica regular constitui medida auxiliar para o controle das
dislipidemias e tratamento da doenga arterial coronariana. A pratica de exercicios fisicos
aerébios promove reducdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos (TG), aumento dos
niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL), porém sem alteracdes significativas
sobre as concentragdes de LDL. O nivel elevado de HDL atua, positivamente, sobre a os
niveis de LDL, diminuindo a quantidade desta no plasma, levando a uma diminuicao na
formacdo de placas aterosclerdticas, bem como ajudando a estabilizar as ja existentes

(Williams et al., 2002).
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A Associacdo Americana do Coragdo estabelece entdo que, a partir dos 2 anos
de idade, o incentivo a adocao de um estilo de vida ativo deve ser iniciado e mantido
por toda a adolescéncia até a vida adulta. E, como orientacdo geral, as criancas
sauddveis devem ser encorajadas a praticar atividade fisica, de forma prazerosa, no lazer
ou sob a forma de exercicios fisicos programados ou em atividades esportivas, no
minimo trinta minutos por dia, trés a quatro vezes por semana, para adquirir aptidao
fisica (Williams et al., 2002; Kavey et al., 2003).

Nas atividades aerdbias, recomenda-se como intensidade a zona alvo situada
entre 60 e 80% da freqiiéncia cardiaca méaxima (FCmax.), estimada em teste
ergométrico. Na vigéncia de medicamentos que modifiquem a FCmax., como os
betabloqueadores, a zona alvo permanecerd 60 a 80% da FCmax. obtida no teste em
vigéncia do tratamento (Barter, 2005). Quando estiver disponivel avalia¢do
ergoespirométrica, a zona alvo deverd ser definida pela FC situada entre o limiar
anaerdbio (limiar 1) e o ponto de compensacao respiratéria (limiar 2).

Caso ndo seja possivel estimar a FCmax. em teste ergométrico convencional ou
os limiares 1 e 2 na ergoespirometria, as atividades devem ser controladas pela escala
subjetiva de esfor¢o, devendo ser caracterizadas como leves ou moderadas. O
componente aerébio das sessoes de condicionamento fisico deve ser acompanhado por
atividades de aquecimento, alongamento e desaquecimento. Exercicios de resisténcia
muscular localizada podem ser utilizados, com sobrecargas de até 50% da forca de
contragcao voluntaria maxima, porém como complemento ao treinamento aerébio.

Como o sedentarismo € um importante fator de risco para a aterosclerose, o
exercicio fisico regular é de grande relevancia na prevenc¢do e no controle das doengas
cardiovasculares (DCV), influenciando quase todos os seus fatores de risco, como a
obesidade, as dislipidemias, o diabete melito e a hipertensao arterial (Jenkins, 1988). Os
beneficios associados ao estilo de vida ativo incluem o controle do peso corporal, a
menor pressdo arterial e a predisposi¢cao para manutencdo da atividade fisica na idade
adulta, fatores que estdo relacionados com o aumento da expectativa de vida e menor
risco de desenvolvimento das DCV.

Em uma revisao feita por Prado e Dantas (2002), observou-se que a maior parte
dos estudos tem demonstrado modificagdes benéficas nos niveis do HDL e LDL apds
um programa de exercicios aerdbios, com diferentes intensidades, duracOes e
freqiiéncias, realizados por individuos de variadas faixas etdrias e niveis de aptidao

cardiorrespiratéria. Corroborando esses achados, Matsudo et al. (2005), em sua revisao,
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apontaram que a pratica regular de atividade fisica aumenta o HDL, diminui
triacilglicer6is e LDL e, ainda, aumenta a sensibilidade a insulina. Ainda t€ém se
demonstrado efeitos favordveis de treinamento aerdbico sobre a atividade da lipase
lipoprotéica que explicaria o melhor retorno da lipoproteina rica em triglicerideo.

O treinamento aerébio regular intensifica a perda de gordura, mas nao impede a
perda de massa magra, enquanto o treinamento resistido parece minimizar essa perda.
Sendo assim, a combinacdo do trabalho aerébio ao treinamento de forca parece, entdo,
garantir uma concomitante perda de gordura e manutencdo de massa magra e,
conseqiientemente, minimizar as possiveis redu¢des nas taxas metabodlicas (Matsudo et
al., 2005).

Como € sabido, o processo aterosclerdtico antecede as manifestagdes clinicas
das DCV por anos, at¢é mesmo décadas, e que a pratica regular de atividade fisica
diminui a incidéncia de morbidade e mortalidade pelas DCV, parece ser prudente
minimizar ou reduzir os fatores de risco para DCV conhecidos para o adulto. Além
disso, a atividade fisica parece ser um fator protetor importante para a prevengdo e
controle das DCV, por influenciar quase todos os seus fatores de risco (Williams et al.,
2002).

Individuos com disfuncdo ventricular, em recuperacdo de eventos
cardiovasculares ou cirurgias, ou mesmo aqueles que apresentem sinais € sintomas com
baixas ou moderadas cargas de esforco, devem ingressar em programas de reabilitacdo
cardiovascular supervisionado, de preferéncia em equipe multidisciplinar. Para isto,
deve ocorrer uma avaliacdo clinica, além de teste ergométrico ou teste cardiorespiratorio
em esforco (ergoespirometria) para determinacdo da capacidade fisica individual e da
intensidade de treinamento a ser preconizada. O programa de treinamento fisico, para a
prevencdo ou para a reabilitacdo, deve incluir exercicios aerébios, tais como,
caminhadas, corridas leves, ciclismo, natacdo e, se possivel alid-los a um treinamento

resistido com até 50% da carga maxima para evitar as possiveis perdas de massa magra.

3.6 Consideracoes Finais

H4 muito tem-se demonstrado que o aumento do consumo de gordura associa-se
a elevacdo da concentracdo plasmadtica de colesterol e a maior incidéncia de
aterosclerose corondria e adrtica. A terapia nutricional deve, portanto, ser adotada na
prevencao e no tratamento das dislipidemias, onde o plano alimentar deverd contemplar

questdes culturais, regionais, sociais e econdomicas, devendo ser agraddvel ao paladar e
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visualmente atraente. O paciente deverd receber também orientagdes relacionadas a
selecdo, quantidade, técnicas de preparo e substitui¢cdes dos alimentos.

De maneira geral, o exercicio aerébico e o dcido linoleico conjugado, pode atuar
tanto na prevencao, quanto no tratamento da aterosclerose. Em relacdo ao exercicio,
ainda ndo ha consenso de qual intensidade levaria a melhores resultados no processo
aterosclerético. Ja em relacdo ao CLA, a administracdo de 3 a 6 gramas por dia do
isdmero cis 9 e trans 11 tém sido mais efetivo na prevencdo da aterosclerose, porém
mais estudos devem ser feitos para comprovar seus efeitos. Porém, nada destes
tratamentos sdo efetivos se a alimentagdo nao for de qualidade, ou seja, com uma
diminui¢do na ingestdo de gorduras saturadas, além de um equilibrio entre os 4cidos
graxos n-6 e n-3 e consumo de fibras e alimentos funcionais. A Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2007) tem sugerido a ingestao de 50 a 60% de carboidratos, cerca de 15%
de proteinas, e 25 a 35% de lipidios, sendo estes divididos em uma ingestao inferior a
7% de gorduras saturadas, menos de 10% de 4cidos graxos e, menos de 20% de acidos
graxos poliinsaturados.

Apesar de diferentes metodologias, algumas evidéncias parecem estar claras. De
maneira aguda, o exercicio fisico de alta intensidade pode elevar o aumento do risco
coronariano primdrio, aumentando o stress oxidativo, diminuindo a funcdo
vasodilatadora do organismo, aumentando inflamacdo e agregacdo plaquetdria.
Portanto, podendo ser contra-indicado em pessoas com aterosclerose. Cronicamente, a
atividade fisica de baixa a moderada intensidade, tém demonstrado efeitos benéficos e,
algumas vezes maleficios desses fatores. Sendo assim, € necessdrio mais estudos, tanto
em humanos quanto em modelos animais, para melhor elucidar qual a intensidade ideal
do treinamento aerdbico e, qual a quantidade didria de suplementagdo de CLA para que
ocorram 0s possiveis efeitos na prevengdo, na progressdo e até mesmo na regressiao da

aterosclerose.
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4. ARTIGO ORIGINAL “1”

Acido linoleico conjugado associado 2 dieta hiperlipidica aumentou o
colesterol total e 0 LDL plasmatico e elevou o ganho de peso de

camundongos knockout para a Apo E exercitados.

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos do 4cido linoleico conjugado (CLA) associado a dieta
hiperlipidica sobre as lipoproteinas plasmadticas e ganho de peso de camundongos
knockout para o gene da Apo E exercitados. Métodos: Um total de 32 camundongos
foram divididos e submetidos a dieta normo e hiperlipidica suplementadas ou nao com
1% de CLA, com todos realizando exercicio fisico em esteira, durante 12 semanas.
Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para grupos independentes ao nivel de
significancia de 5%. Resultados: Os animais que ingeriram dieta hiperlipidica com
CLA aumentou o colesterol total e o LDL, comparado com os animais alimentados com
dieta normolipidica associada ou ndo ao CLA. Foi também observado aumento no
ganho de peso dos camundongos que ingeriram dieta hiperlipidica associada ao CLA,
comparado com os animais normolipidicos suplementados com CLA. Conclusoes: A
dieta hiperlipidica associada ao CLA aumentou o colesterol total, LDL e o ganho de
peso corporal dos camundongos. E, a suplementacio com CLA na concentracao de 1%
nao alterou nenhum dos pardmetros analisados, independente da dieta, e ndo foi

protetora contra os efeitos da dieta hiperlipidica.

Palavras-chaves:  Aterosclerose;  Composicdo  corporal;  Exercicio  fisico;

Apolipoproteina E
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4.1 Introducao

O aumento da ingestdo de alimentos com elevada densidade energética e elevado
conteddo de gordura associado a falta da pratica de exercicios fisicos sdo caracteristicas
comuns do estilo de vida ocidental, o que pode levar ao desenvolvimento de doencas,
tais como aterosclerose, obesidade, hipertensao, hiperlipidemias e outras (Bhattacharya
et al., 2005). A aterosclerose tem sido a causa principal de doengas coronarianas, sendo
causada por uma inflamagao progressiva na parede dos vasos sanguineos pelo acimulo
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), em conseqiiéncia do aumento do colesterol
total no plasma. Este processo é devido a uma ativacdo endotelial a partir da qual ocorre
um recrutamento de leucdcitos e, com isso, inicia-se um centro de desenvolvimento e
progressdo de placas aterogénicas causando complicagdes clinicas (Petrovan et al.,
2007).

CLA ¢ a denominacdo dada a um grupo heterogéneo de 4cidos graxos com 18
carbonos, com duas duplas ligacdes, formadas através de biohidrogenagdo e oxidacdo
por processos naturais (Bocca et al., 2007). Na molécula ndo ha nenhum grupo metileno
separando as duplas ligacdes como ocorre nos dcidos linoleicos. Ao invés disso, hd uma
dupla ligacdo conjugada com configuracio em cis (c) ou trans (t), onde,
predominantemente, é apresentada nas posicoes c9, tl1 e t10, c12 (Bhattacharya et al.,
2006). Encontrado naturalmente em muitos produtos animais, o CLA ¢ sintetizado por
bactérias do rimen, embora possa ser sintetizado em menor quantidade por animais nao
ruminantes (Whigham et al., 2000). As principais fontes dietéticas de CLA sdo: carne
bovina (3-4 mg/g), leite e manteiga (5-7 mg/g), e, em menor propor¢cdo, Oleos de
sementes de acafrdo e girassol (0,01 a 0,12% dos 4cidos graxos totais) (Alasnier et al.,
2002). O consumo de dcido linoleico conjugado (CLA) tem demonstrado efeito positivo
sobre o perfil lipidico e antiaterogénico em coelhos (Kritchevsky et al., 2002) e sobre a
composi¢do corporal, com redu¢do da massa gorda e aumento da massa magra, além da
diminui¢dao do ganho de peso em camundongos BALB/C machos (Bhattacharya et al.,

2005).

O CLA tem sido usado como suplemento, pois eleva a atividade da lipase
hormoénio sensivel e, conseqiientemente, da lip6lise em adipdcitos, elevando a oxidacao
de 4cidos graxos, tanto no musculo esquelético quanto no tecido adiposo (Park et al.,

1997) em funcdo da elevacio dos 4cidos graxos livres. E importante ressaltar ainda que
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alguns efeitos indesejaveis relacionados ao uso do &cido linoleico conjugado foram
encontrados, tanto em estudos com humanos quanto em animais. Ha relatos de aumento
da resisténcia a insulina e aumento da glicose e insulina de jejum (Smedman & Vessby,
2001); elevacdo da peroxidacdo lipidica (Riserus et al., 2001) e, reducdo do HDL em
humanos obesos tratados com CLA (Steck et al.,2007).

Exercicios fisicos com intensidade moderada, tem sido utilizado para prevenir
ou reverter a formagdo de placas ateromatosas nas artérias, podendo alterar o perfil
lipidico das lipoproteinas e diminuir o colesterol total (Meilhac et al., 2001). Além
disso, o exercicio fisico pode afetar a composicao corporal, diminuindo a massa gorda e
aumentando a massa magra (Thomson et al., 2008). Entretanto, o impacto da pratica
habitual de atividade fisica no perfil lipidico e na composicdo corporal depende da
qualidade da alimentagao feita pelo individuo.

O acompanhamento de individuos praticantes de atividade fisica em academias
tem demonstrado que o exercicio fisico tem sido uma estratégia para perda de peso e,
prevengdo ou reversao da formagdo de placas ateromatosas nas artérias. Estes
individuos também fazem uso de recursos ergogénicos, como o dcido linoléico
conjugado, para maximizar a perda de peso, porém, nao atentam para o controle da
dieta, consumindo muita gordura e excesso de calorias.

Como forma de constatar os efeitos de uma dieta rica em gordura e da
efetividade do CLA nas doencas cardiovasculares, modelos animais, como
camundongos knockout para o gene da apolipoproteina E (Apo E), apolipoproteina
responsdvel pela remocdo da LDL no plasma, tem sido utilizados em estudos
envolvendo a génese da aterosclerose e das dislipidemias (Cooper et al. 2008). Estes
camundongos e os seres humanos possuem, com poucas excegdes, 0 mesmo conjunto
de genes que controlam o metabolismo de lipoproteinas (Hofker et al., 1998). Segundo
Neuzil et al. (1998), existe uma semelhanca entre a composi¢do lipidica de VLDL
extraida do plasma de camundongos deficientes do gene responsdvel pela expressdao da
Apo E, e a VLDL extraida do plasma de humanos com placas aterosclerdticas
avangadas. Este fato reforca a validade do modelo de camundongos deficiente em Apo
E para o estudo experimental de doengas coronarianas.

O propésito deste trabalho foi simular a condicdo de individuos que fazem
exercicio fisico, mas consomem dieta rica em gordura e fazem suplementacdo com

acido linoléico conjugado. Desta forma, objetivou-se avaliar os efeitos do dacido
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linoleico conjugado (CLA) associado a dieta hiperlipidica sobre as lipoproteinas

plasmidticas e ganho de peso de camundongos Apo E ") exercitados.

4.2 Métodos
4.2.1 Animais de Experimentacao

Foram utilizados 32 camundongos knockout para o gene que expressa a Apo E,
com doze semanas de vida. Os animais foram divididos em quatro grupos: N (dieta
normolipidica) (n=8), H (dieta hiperlipidica) (n=8), NCLA (dieta normolipidica com
1% de CLA) (n=8), e HCLA (dieta hiperlipidica com 1% de CLA) (n=8). Estes foram
alocados em gaiolas coletivas de polipropileno e mantidos em ambiente com
temperatura média de 21°C, com alternancia de periodo de 12 horas claro/escuro. Todos
receberam 4gua e dieta ad libitum e, fizeram corrida em esteira com intensidade
moderada. O periodo do experimento foi de doze semanas e antes da eutandsia todos
foram colocados em jejum por 12 horas.

Apds a eutandsia com CO,, o sangue foi coletado por puncdo na regido
abdominal, sendo imediatamente centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. O soro foi
congelado e mantido em freezer a -20°C até a andlise. Todas as visceras foram retiradas,
separando a carcacga vazia (musculos e 0ssos) para as determinagdes de dgua, gordura,
proteinas e cinza.

Os camundongos foram procedentes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biolégicas e da Sadde, da Universidade Federal de Vigosa. Os procedimentos
empregados no estudo foram aprovados pelo Comité de Etica do Departamento de
Veterindria desta universidade (processo n°. 13/2008) (em anexo), estando de acordo

com o Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

4.2.2 Dietas, controle peso e ingestao alimentar.

A dieta hiperlipidica foi elaborada conforme Association of Official Analytical
Chemistry - A.O.A.C (1989), e a dieta normal conforme AIN-93M (Reeves et al.,
1993), sendo elaboradas manualmente e mantidas congeladas e protegidas da luz até o
momento da utilizacdo. A concentracdo de CLA (mistura de isdmeros) na dieta foi de
1% do total desta. Substituiu-se dez gramas de 6leo de soja por dez gramas de CLA em

cada quilo de dieta nas dietas dos grupos NCLA e HCLA (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao das dietas experimentais (g/kg de dieta)

Ingredientes N NCLA H HELA
Caseina 140 140 200 200
Maltodextrina 155 155 - -
Sacarose 100 100 500 500
Oleo de soja 40 30 10 -
Celulose 50 50 50 50
Mistura mineral 35 35 50 50
Mistura vitaminica 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 - -
Bitartarato de colina 2,5 2,5 10 10
Colesterol - - 10 10
Gordura hidrogenada - - 150 150
Amido de milho 465,692 465,692 - -
CLA - 10 - 10
Total (cal/kg dieta) 4002,8 4002,8 4530 4530

Legenda: N — dieta normolipidica sem CLA; NCLA - dieta normolipidica com CLA; H - dieta
hiperlipidica; HECLA - dieta hiperlipidica com CLA. Grupo N e NCLA (dieta preparada segundo
AIN-93M, Reeves et al., 1993); grupo H e HCLA (dieta preparada segundo a Association of Official
Analytical Chemistry, 1989).

O peso corporal e a ingestdo alimentar foram monitorados semanalmente para

controle de peso e consumo de dieta.

4.2.3 Protocolo de atividade fisica

Todos os camundongos foram submetidos a um programa progressivo de corrida
na esteira (INSITH® , Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto — SP, Brasil), cinco dias
por semana, 30 min/dia, a uma velocidade de 15 metros por minutos, por 12 semanas
consecutivas (segundo MEILHAC et al., 2001). A progressdo da carga do exercicio esta

demonstrada na tabela 2.
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Tabela 2. Programa de corrida utilizado no treinamento dos camundongos Apo E 7

Velocidade Tempo Freqiiéncia
Semanas (metros/minuto) (minutos/dia) (dias/semana)
1 a 2 (progressao didria) 10a 15 10 a 30 5
3al2 15 30 5

4.2.4 Concentracao de agua, proteina e gordura corporal

O percentual hidrico das carcacas dos animais foi avaliado pelo método
gravimétrico com emprego de calor baseado na evaporacdo da dgua em estufa a 105°C
por 24 horas. O percentual de gordura foi determinado pelo processo gravimétrico com
emprego do aparelho de Soxhlet usando-se éter etilico como solvente na extragao por 8
horas. O percentual de proteina foi calculado pelo método primério de Kjeldahl, por

meio da determinagdo do nitrogénio empregando o fator N x 6,25 (AOAC, 1998).

4.2.5 Concentracao de Colesterol total, HDL e LDL

As determinacgdes de colesterol total, TG e o HDL foram realizadas baseando-se
no método enzimatico colorimétrico, utilizando kit enzimatico KATAL (Fossati &
Prencipe 1982). A concentracio de LDL no plasma foi calculada baseando-se na

férmula de Friedewald, citado por Warnick et al. (1990).

LDL = (colesterol total - HDL) - (TG x 0,20)

4.2.6 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software Sigma Statistic® for
Windows, versdo 3.0, sendo utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis para
grupos independentes. O teste de Dunn’s foi empregado para andlise de multipla
comparacao post-hoc, quando necessario. O nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade

foi de P<0,05 ou 5%.

4.3 Resultados
4.3.1 Colesterol total, HDL e LDL

Foram identificadas alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos para o colesterol total e LDL. Pode-se verificar que os animais do grupo HCLA

apresentaram maiores valores de colesterol total e LDL, quando comparado com os
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animais dos grupos NCLA e N. No entanto, os valores desses pardmetros ndo diferiram
do grupo H. Em relacdo a concentracio de HDL, ndo foram observadas alteracdes
significativas entre os grupos (p>0,05). Os dados destas andlises estdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 - Contetido de colesterol total, HDL e LDL nos camundongos Apo E 7

Colesterol Total HDL LDL
Grupos (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
20,5
378 ’ \ 340,7
N@=8) (199,25 - 415) ™ (16,25 - 29.75) (157,45 - 387,5) ™
H (n=8) 775 13,75 755,5
B (737,5 - 975) © (12,5-20)* (722,5 - 958)
399.5 25 350,7
NCLA (n=8) (371,5 - 445) ™ (24,5 -30)* (334 - 403,5) ™
850 16,25 832,75
HCLA (n=8) (599 - 1156,25) * (12,5 -23,25) ® (568,25 - 1138,75) °

Legenda: N — grupo com dieta normolipidica sem CLA; H — grupo com dieta hiperlipidica sem CLA;
NCLA - grupo com dieta normolipidica e CLA; HCLA — grupo com dieta hiperlipidica e CLA. Dados:
mediana (minimo — médximo). Significancia (P<0,05): valores com letras iguais na mesma coluna ndo

apresentam diferenca significativa (P>0,05) ao teste de Dunn's.

4.3.2 Peso Corporal (inical e final) e Ganho de Peso.

Nao foi observada diferenca estatistica entre o peso corporal inicial e final dos
animais dos grupos experimentais (p > 0,05) (Tabela 4). Todavia, os animais do grupo
HCLA apresentaram maior ganho de peso, quando comparado com os camundongos do
grupo NCLA. No entanto, os valores desse parametro nao diferiram com os demais

grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Peso corporal e ganho de peso dos camundongos Apo E7”

Peso Corporal (g)
G Ganho de Peso (g)
rupos 1? semana 12? semana
N (n=8) 19,35 24 3,63
- (18,5-22,45)* (22,63 -25,06)* (1,8-4,72)®
H (n=8) 19,35 25 5
- (18,1-22,55)" (24,25 -26,75) * (3,23-5,77)®
20,75 22,63 2,95
NCLA (n=8) (18-21,05)° (22-23,5" (2,15-4)°
19,65 25,15 5,5
HCLA (n=8) (19 -20,85)° (23,22-28)*° 4,25-6,75)*

Legenda: N — grupo com dieta normolipidica sem CLA; H — grupo com dieta hiperlipidica sem CLA;
NCLA - grupo com dieta normolipidica e CLA; HCLA — grupo com dieta hiperlipidica e CLA. Dados:

mediana (minimo — médximo). Significancia (P<0,05): valores com letras iguais na mesma coluna ndo

apresentam diferenca significativa (P>0,05) ao teste de Dunn's.

4.3.3 Composicao Corporal

Nao foi verificada diferenca estatistica para o peso da carcaca vazia € oOS

respectivos valores percentuais de dgua, gordura, proteina e cinzas entre 0s grupos

experimentais (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Composicao corporal dos camundongos Apo E )

Agua Gordura Proteinas Cinzas
Grupos (%) (%) (%) (%)
N 64,64 5,66 18,64 1,35
(n=8) (62,81 - 66,09) * (4,78-7,14)*  (18,40-19,32) *  (1,23-1,46)"°
H 65,56 5,04 19,68 1,31
(n=8) (64,65 -66,59)"  (4,14-6,36)" (18,60-1991)"  (1,28-1,37)"
NCLA 64,2 5,84 20,60 1,45
(n=8) (62,77 -6493)"  (4,11-7,28)" (18,95-21,2) ° (1,4-1,53)"°
HCLA 66,34 4,22 20,35 1,21
(n=8) (65,71 -66,75)*  (1,95-6,13)" (19,38 -21,09)*  (1,11-1,37)°

Legenda: N — grupo com dieta normolipidica sem CLA; H — grupo com dieta hiperlipidica sem CLA;
NCLA - grupo com dieta normolipidica e CLA; HCLA — grupo com dieta hiperlipidica e CLA. Dados:
mediana (minimo — méaximo). SignificAncia (P<0,05): valores com letras iguais na mesma coluna ndo

apresentam diferenca significativa (P>0,05) ao teste de Dunn's.
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4.4 Discussao

No presente estudo todos os animais foram exercitados com o intuito de simular
a condi¢do de individuos que fazem atividade fisica, mas consomem dieta rica em
gordura e fazem suplementacdo com &cido linoléico conjugado (CLA). Foi utilizado
uma dieta hiperlipidica com 1% de colesterol e 15% de gordura hidrogenada,
comparada com a normal, onde ndo se utiliza estes compostos. J4 em relacdo ao
suplemento, utilizou-se 1% de CLA sobre o consumo total da dieta (normal e
hiperlipidica), com durac¢do de 12 semanas. A discussdo a respeito da dieta hiperlipidica
€ conclusiva no que diz respeito as alteragdes das lipoproteinas plasmaticas, peso e
composi¢do corporal, porém os questionamentos em relacao a suplementagdo com CLA
tem sido acirrada frente aos efeitos fisiolégicos reportados por muitos grupos de
pesquisa nos dltimos anos. Os estudos que tratam da suplementacdo deste composto
variam de 0,05 a 4% de CLA sobre o consumo total de dieta de animais (coelhos, ratos
e camundongos), com tempo de experimentacdo variando de 2 a 12 semanas. O uso da
dieta hiperlipidica com 1% de CLA foi em func¢do da hipétese de que o CLA acrescido a
dieta proporciona alteragdes na composicao corporal e melhora no perfil lipidico do
plasma.

Os dados do presente estudo mostram que a dieta hiperlipidica foi um fator
prejudicial para os camundongos, pois demonstrou-se que quando estes exercitaram e
consumiram dieta hiperlipidica, o exercicio ndo foi um fator protetor, comparado com
os que tiveram uma dieta normolipidica. Outro ponto que deve ser levado em
consideragdo € a quantidade de caloria da dieta hiperlipidica, pois a maior concentracdao
de colesterol total e LDL nos animais alimentados com esta dieta, pode ser, também,
devido a maior densidade caldrica (Tabela 1).

A monitoracdo quanto a pratica habitual de exercicios fisicos tem recebido
grande notoriedade no campo da sadde, ndo apenas por sua acdo isolada na prevencgdo e
no controle das doencas cardiovasculares (Paffenbarger et al., 2001), mas também por
induzir alteragdes desejaveis nos niveis de lipideos plasmaticos (Miller & Dunstan, 2004).
Entretanto, no presente estudo, pode-se deduzir que para se ter uma vida, livre de
doencas cardiovasculares, ndo basta sé fazer exercicios fisicos, a alimentacao também
deve ser um fator a ser observado, principalmente no que diz respeito a quantidade de
gordura e caloria da dieta.

Em relagdo ao suplemento, o consumo de CLA nao demonstrou efeito

significativo no colesterol total e LDL. Entretanto, no estudo de Botelho et al. (2007),
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foi verificado diminui¢do do colesterol total quando ratos foram suplementados com 4%
de CLA na dieta, aumento do colesterol com suplementacio de 1% de CLA e
manuten¢do dos niveis de colesterol quando os animais foram suplementados com 2%
de CLA, por 21 dias. Nos trabalhos de Steck et al. (2007), com humanos obesos
suplementados com 3,4 g/dia de CLA ou 6,4 g/dia de CLA por 12 semanas
consecutivas, ndo foram observados aumentos do LDL. Resultado semelhante foi
apresentado por Raff et al. (2008) com humanos jovens suplementados com 5,5 g/dia de
CLA por 5 semanas. Estes efeitos podem ser explicados pelo declinio da producdo de
colesterol, assim como de sua secrecao pelo figado (Sakono et al., 1999), e pela reducdo
da sintese de triacilglicerdis, associada ao aumento de sua oxidacdo (Rahman et al.,
2001).

No presente estudo, a diferenca na HDL plasmatica entre os grupos nao era
esperada, uma vez que todos os grupos foram exercitados, igualando assim o efeito do
exercicio sobre esta lipoproteina. Apesar dos grupos alimentados com dieta
hiperlipidica terem apresentado menores concentracoes de HDL, estes nado
demonstraram diferencas estatisticas (Tabela 3). Da mesma forma, Nicolosi et al. (1997)
trabalharam com Hamsters hipercolesterolémicos suplementados com 0,06%, 0,11% e
1,1% de CLA durante 11 semanas e ndo observaram diferencas significantes na HDL.
Gavino et al. (2000), também trabalharam com hamster alimentados com dieta rica em
gordura e suplementados com 1% de CLA durante seis semanas, nido verificando
diferencas significantes no HDL. Humanos jovens, todos suplementados com 5,5 g/dia
de CLA durante 5 semanas, também ndo apresentaram diferencas significantes nesta
lipoproteina (Raff et al., 2008). Contudo, no trabalho de Steck et al. (2007), foi
verificado diminui¢do do HDL em humanos obesos suplementados com 3,4 g/dia de
CLA ou 6,4 g/dia de CLA por um periodo de 12 semanas.

O aumento do ganho de peso nos animais alimentados com dieta hiperlipidica e
suplementados com CLA, comparado com os animais alimentados com dieta
normolipidica e suplementado com CLA (Tabela 4), pode ser devido a maior
quantidade de gordura e densidade caldrica da dieta (Tabela 1). Neste caso, vale
ressaltar que ambos os grupos fizeram exercicio fisico e foram suplementados com
CLA, isto indica que a qualidade e quantidade de calorias da alimentacdo deve ser
levada em consideragdo. Para efeito do CLA, ndo foram observados diferencas
estatisticas no ganho de peso, quando comparado com os animais que ndo ingeriram

CLA. Sugere-se que, a quantidade de CLA utilizada nao foi suficientemente adequada
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para alterar o ganho de peso dos animais suplementados. Mirand et al. (2004),
trabalharam com ratos suplementados com 1% de CLA, por seis semanas e submetidos
a exercicio aerébio em esteira e, também, nao observaram diminui¢ao do ganho de peso
corporal em relacdo aos ndo suplementados sedentdrios. Da mesma forma, Steck et al.
(2007), nao encontraram diferencgas significativas na perda de peso em humanos que
ingeriram 3,4 g ou 6,4 g por dia de CLA por 12 semanas. Contudo, Hargrave et al.
(2004) observaram diminui¢do do ganho de peso em camundongos suplementados com
1% de CLA, por um periodo de 14 dias, assim como Yang et al. (2003), em ratas ZDF
suplementadas com 0,5% de CLA durante seis semanas.

Neste estudo, os animais que foram suplementados com 1% de CLA ndo
demonstraram modificacdes nos percentuais de dgua, gordura, proteina e cinzas, quando
comparados com os demais grupos. O possivel mecanismo para explicar este resultado
pode ser que 1% de CLA ndo € suficiente para alterar o metabolismo lipidico e, até
mesmo protéico de camundongos com o gene deficiente para expressdo da Apo E.
Mirand et al. (2004), trabalharam com ratos Wistar adultos suplementados com 1% ou
2% de CLA combinado com atividade fisica moderada por seis semanas, € também nao
verificarem diferencas significativas na composi¢do corporal. Porém, resultados
contrdrios aos nossos foram encontrados por Bhattacharya et al. (2005), quando
estudaram camundongos BALB/C alimentados com dieta rica em gordura,
suplementados com 0,4% de CLA e submetidos a exercicio moderado em esteira, eles
observaram diminuicdo de gordura e aumento de massa magra nos camundongos.
Riserus et al. (2001), também encontraram resultados diferentes deste estudo quando
trabalharam com humanos obesos que ingeriram 4,2 g de CLA/dia durante quatro
semanas, estes individuos apresentaram uma diminui¢c@o do percentual de gordura.

Concluiu-se que, a dieta hiperlipidica € um fator prejudicial, pois mesmo
suplementada com CLA, aumentou o colesterol total, LDL e elevou o ganho de peso
dos camundongos knockout para o gene da apoE exercitados.

Os dados do presente estudo nao possibilitam especificar os mecanismos
responsaveis pela ndo alteracio da composicdo corporal nos animais suplementados
com CLA. Todavia, é possivel que 1% de CLA nio tenha alterado a atividade da lipase
hormoénio sensivel, ndo aumentando o gasto energético, assim como, ndo alterando a
atividade das enzimas carnitina palmitoil transferase e lipase lipoprotéica (Granlund et

al., 2003). Sugere-se que novos trabalhos sejam feitos para analisar a atividade da lipase
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hormoénio sensivel e, conseqiientemente, da lip6lise em adip6citos em um desenho

experimentacdo como o deste trabalho.
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5. ARTIGO ORIGINAL “Ir”

Exercicio fisico associado a dieta hiperlipidica aumenta colesterol total
e LDL sérico e, eleva o ganho de peso de camundongos knockout para

o gene da Apo E suplementados com CLA.

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos do exercicio fisico associado a dieta hiperlipidica sobre o
colesterol total e LDL sérico e ganho de peso de camundongos Knockout para a Apo E
suplementados com dacido linoleico conjugado (CLA). Métodos: Um total de 32
camundongos foram divididos e submetidos a exercicio fisico e sedentarismo
associados a dietas normo e hiperlipidica suplementadas com 1% de CLA, durante 12
semanas. Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para grupos independentes ao nivel de
significancia de 5%. Resultados: Pode-se verificar que os animais alimentados com
dieta hiperlipidica exercitado apresentaram maiores valores de colesterol total e LDL,
quando comparado com os animais que ingeriram dieta normolipidica exercitado ou
sedentdrio. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica demonstraram, também,
elevacao no ganho de peso, independente da prética do exercicio fisico, comparado com
os animais exercitados alimentados com dieta normolipidica. Conclusoes: O exercicio
fisico associado a uma dieta hiperlipidica aumenta o colesterol total, o LDL e o ganho
de peso de camundongos Knockout para o gene que expressa a apolipoproteina E

suplementados com CLA.

Palavras-chaves: Lipoproteina Plasmadtica, Inatividade fisica, Massa corporal magra,

Acido linoleico conjugado;
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5.1 Introducao

Dietas ricas em gorduras e inatividade fisica podem ser fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, diabetes méllitus, cancer de c6lon e
mama, obesidade, hipertensao, osteoporose e depressao (Warburton et al., 2006). Estes
fatores geram problemas de saide publica e refor¢a a necessidade de desenvolver novos
métodos para o tratamento dessas doencas (Bhattacharya et al., 2005).

Estratégias t€ém sido utilizadas para a prevengdo de doencas cardiovasculares e
aumento de peso. Pode-se citar o uso de alimentos funcionais em fung¢do dos seus
efeitos benéficos para a saide humana (Bell et al., 2002). Segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitédria (1999), a alegacdo de propriedade funcional € relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente exerce no organismo
humano. Desta forma, pode-se evidenciar a utilizacdo de 4cido linoleico conjugado
(CLA). Este tem sido utilizado pelas pessoas como alimento funcional, pois
acompanhamentos com individuos que utilizam CLA t€m demonstrado que a
suplementacdo deste composto tem sido util para perda de peso e, até mesmo,
prevencao de doencas coronarianas.

CLA € a denominagao dada a um grupo heterogéneo de acidos graxos com 18
carbonos, com duas duplas ligacdes, formadas através da biohidrogenagdo e oxidacdo
por processos naturais (Bocca et al., 2007). Na molécula ndo hd nenhum grupo metileno
separando as duplas ligacdes, como ocorre nos acidos linoleicos. Ao invés disso, ha
uma dupla ligacdo conjugada com configuracdo em cis (c) ou trans (t), onde,
predominantemente, é apresentada nas posicoes c9, tl1 e t10, c12 (Bhattacharya et al.,
2006). Encontrado naturalmente em muitos produtos animais, € sintetizado por bactérias
do rimen, embora possa ser sintetizado em menor quantidade por animais nao
ruminantes (Whigham et al., 2000). As principais fontes dietéticas de CLA sao: carne
bovina (3-4 mg/g), leite e manteiga (5-7 mg/g), e, em menor propor¢cdo, Oleos de
sementes de acafrdo e girassol (0,01 a 0,12% dos 4cidos graxos totais) (Alasnier et al.,
2002).

Pode-se verificar que s6 a suplementacdo com CLA nao tem sido o bastante para
se ter os possiveis beneficios de sua utilizagdo. Desta forma, se faz necessario ter uma
alimentac¢do equilibrada e se possivel fazer exercicios fisicos regularmente. Os riscos da
ingestdao de alimentos com alto teor de gordura na saide t€ém sido conclusivo, porém
estudos tém sido feitos para a comprovagao dos efeitos benéficos do exercicio fisico

aerdbio associado a dieta (Meilhac et al., 2001; Maeda et al., 2003).
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O exercicio fisico pode alterar o perfil lipidico das lipoproteinas e diminuir o
colesterol total (Meilhac et al., 2001). Além disso, pode afetar a composi¢do corporal,
diminuindo a massa gorda e aumentando a massa magra (Thomson et al., 2008). Em um
estudo recente foi observado que mulheres sedentérias tinham risco aumentado de morte
por doengas coronarianas comparadas com outras que praticavam exercicio fisico
regularmente, independente de outros fatores de risco (Hassan et al., 2004).

Modelos animais, como camundongos knockout para o gene da apolipoproteina
E (Apo E), também té€m sido utilizados em estudos envolvendo a génese da
aterosclerose e dislipidemias, pois esses camundongos e seres humanos possuem, com
poucas excecdes, o mesmo conjunto de genes que controlam o metabolismo de
lipoproteinas (Hofker et al., 1998). Este fato reforca a validade do modelo de
camundongos deficiente em Apo E para o estudo experimental de doengas coronarianas.

Tém-se demonstrado que animais alimentados com CLA reduzem a gordura
corporal (Bhattacharya et al., 2005). Comparados a quantidade de estudos conduzidos
em modelos animais que investigaram mudangas na composi¢ao corporal, trabalhos em
humanos ainda sdo limitados e discordantes. Porém, algumas evidéncias sugerem que a
suplementacao de CLA possa gerar mudancas favordveis na composic@o corporal € no
perfil de lipoproteinas plasmaticas de algumas pessoas. Com o intuito de simular uma
condi¢@o de individuos que fazem suplementacdo de CLA como alimento funcional, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do exercicio fisico associado a dieta
hiperlipidica sobre o colesterol total, LDL e ganho de peso de camundongos Knockout

para o gene que expressa a Apo E suplementados com CLA.
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5.2 Métodos
5.2.1 Animais de Experimentacio

Foram utilizados 32 camundongos knockout para o gene que expressa a Apo E,
com doze semanas de vida. Estes foram divididos em quatro grupos: NS (dieta
normolipidica com 1% de CLA e sedentério) (n=8), HS (dieta hiperlipidica com 1% de
CLA e sedentério) (n=8), NE (dieta normolipidica com 1% de CLA e exercicio) (n=8),
e HE (dieta hiperlipidica com 1% de CLA e exercicio) (n=8). Estes foram alojados em
gaiolas coletivas de polipropileno e mantidos em ambiente com temperatura média de
21°C, com alternancia de periodo de 12 horas claro/escuro. Todos receberam dgua e
dieta ad libitum e, foram suplementados com 1% CLA. O periodo do experimento foi
de doze semanas e antes da eutandsia todos foram colocados em jejum por 12 horas.

Apés a eutandsia com CO,, o sangue foi coletado por punc¢do na regido
abdominal, sendo imediatamente centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. O soro foi
congelado e mantido em freezer a -20°C até a anélise. Todas as visceras foram retiradas,
separando a carcacga vazia (musculos e 0ssos) para as determinacdes de dgua, proteinas e
gordura da carcaga.

Os camundongos foram procedentes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saide, da Universidade Federal de Vicosa. Os procedimentos
empregados no estudo foram aprovados pelo Comité de Etica do Departamento de
Veterindria desta universidade (processo n°. 13/2008) (em anexo), estando de acordo

com o Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

5.2.2 Dietas, controle de peso e ingestao alimentar

A dieta hiperlipidica foi elaborada baseando-se na proposta da Association of
Official Analytical Chemistry - A.O.A.C (1998), e a dieta normal seguindo a proposta
da AIN-93M (Reeves et al., 1993), sendo confeccionadas manualmente, mantidas
congeladas e protegidas da luz até o momento da utilizacdo. A concentracio de CLA
(mistura de isdmeros) na dieta foi de 1% do total desta. Substituiu-se dez gramas de

6leo de soja por dez gramas de CLA em cada quilo de dieta (Tabela 1).

46



Tabela 1. Composicao das dietas experimentais (g/kg de dieta)

Ingredientes Normolipidica Hiperlipidica
Caseina 140 200
Maltodextrina 155 -
Sacarose 100 500
Oleo de soja 30 -
Celulose 50 50
Mistura mineral 35 50
Mistura vitaminica 10 10
L-cistina 1,8 -
Bitartarato de colina 2,5 10
Colesterol - 10
Gordura hidrogenada - 150
Amido de milho 465,692 -
CLA 10 10
Total (cal/kg dieta) 4002,8 4530

Fonte: Dieta Normolipidica (AIN-93M; Reeves et al., 1993). Dieta Hiperlipidica (Association of

Official Analytical Chemistry; 1989).

O peso corporal e a ingestao alimentar foram monitorados semanalmente para

controle de peso e consumo de dieta.

5.2.3 Protocolo de atividade fisica

Os camundongos foram submetidos a um programa progressivo de corrida na

esteira (INSITH® , Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto — SP, Brasil), cinco dias por

semana, 30 min/dia, a uma velocidade de 15 metros por minutos, por 12 semanas

consecutivas (adaptado de Meilhac et al., 2001). A progressdo da carga do exercicio esta

demonstrada na Tabela 2.
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Tabela 2. Progressao da carga no programa de corrida em esteira

Velocidade Tempo Freqiiéncia
Semanas (metros/minuto) (minutos/dia) (dias/semana)
1 a 2 (progressao didria) 10al5 10 a 30 5
3al2 15 30 5

5.2.4 Concentracio da agua, proteina e gordura corporal

O percentual hidrico das carcacas dos animais foi avaliado pelo método
gravimétrico com emprego de calor baseado na evaporacdo da dgua em estufa a 105°C
por 24 horas. O percentual de gordura foi determinado pelo processo gravimétrico com
emprego do aparelho de Soxhlet usando éter etilico como solvente na extracdo por 8
horas. O percentual de proteina foi calculado pelo método primério de Kjeldahl, por

meio da determinagdo do nitrogénio empregando o fator N x 6,25 (AOAC 1998).

5.2.5 Concentracao de Colesterol total, TG e fracoes

As determinacdes de colesterol total, TG e HDL foram realizadas baseando-se
no método enzimatico colorimétrico, utilizando kit enzimatico KATAL (Fossati &
Prencipe 1982). A concentracio de LDL no plasma foi calculada baseando-se na

férmula de Friedewald citado por Warnick et al. (Warnick et al., 1990).

LDL = (colesterol total - HDL) - (TG x 0,20)

5.2.6 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software Sigma Statistic® for
Windows, versdo 3.0, sendo utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis para
grupos independentes. O teste de Dunn’s foi empregado para andlise de multipla
comparacao post-hoc, quando necessario. O nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade

foi de P<0,05 ou 5%.
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5.3 Resultados
5.3.1 Colesterol total, HDL e LDL

Foram identificadas alteragdes estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos para o colesterol total e LDL. Pode-se verificar que os animais do grupo HE
apresentaram maiores valores de colesterol total e LDL, quando comparado com os
animais dos grupos NE e NS. No entanto, os valores desses parametros ndo diferiram do
grupo HS. Em relacdo a concentragdo de HDL, ndo foram observadas alteracdes
significativas entre os grupos (p>0,05). Os dados destas andlises estdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 - Contetido de colesterol total, HDL e LDL nos camundongos Apo E 7

Colesterol Total HDL-c LDL-c
Grupos (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
436 26,25 390,25
NS (n=8) . X
(331,25 -481,5) ™ (22,5-27,5)* (290,65 —435) ™
HS (n=8) 4975 20 459,45
(381 - 658,75) * (17,25 -24,5)* (347,6 - 635,75)
NE (n=8) 399,5 25 350,7
(371,5 — 445) ™ (24,5 -30)*° (334 - 403,5) ™
850 16,25 832,75
HE (n=8) , , N
(599 -1156,25)* (12,5-23,25 " (568,25 -1138,75) °

Legenda: NS — grupo com dieta normolipidica sedentdrio; HS — grupo com dieta hiperlipidica sedentario;
NE — grupo com dieta normolipidica exercitado; HE — grupo com dieta hiperlipidica exercitado. Dados:
mediana (minimo — médximo). Significancia (P<0,05): valores com letras iguais na mesma coluna ndo

apresentam diferenca significativa (P>0,05) ao teste de Dunn's.
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5.3.2 Ganho de Peso

Nao foi observada diferenca estatistica entre o peso corporal inicial e final dos
animais dos grupos experimentais (p > 0,05) (Tabela 4). Todavia, os animais do grupo
HE e HS apresentaram maior ganho de peso, quando comparado com os camundongos
do grupo NE. No entanto, os valores desse pardmetro ndo diferiram com o grupo NS

(Figura 1).

Figura 1. Ganho de peso de camundongos Apo E

10 ac 7ZZ2NS
| ab + 1 XU HS
8- | PR HE

bd

Gramas
»
1

Ganho de peso

Legenda: NS — grupo com dieta normolipidica sedentdrio; HS — grupo com dieta hiperlipidica sedentario;
NE - grupo com dieta normolipidica exercitado; HE — grupo com dieta hiperlipidica exercitado. Dados:
mediana (minimo — méaximo). SignificAncia (P<0,05): valores com letras iguais na mesma coluna ndo

apresentam diferenca significativa (P>0,05) ao teste de Dunn's.

5.3.3 Composicao Corporal

Foram identificadas alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos para o percentual de dgua. Pode-se verificar que os animais do grupo HE
apresentaram maiores valores na concentracdo de dgua na carcaca, quando comparado
com os animais do grupo HS. No entanto, os valores desses parametros ndo diferiram
dos demais grupos. Em relacdo a concentragdo do percentual de gordura, proteina e
cinzas, ndo foram observadas alteracdes significativas entre os grupos (p>0,05). Os

dados destas andlises estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composicio corporal dos camundongos ApoE

Agua Gordura Proteinas Cinzas
Grupos (%) (%) (%) (%)
NS (n=8) 64,61 4,41 20,82 1,28
(60,68 - 65,63)™  (2,75-6,37)* (20,59-21,11)" (1,25-1,34) ¢
HS (n=8) 64,23 6,79 19,3 1,27
(63,14 - 64,64)° 4,97 -7,67)" (18-20,27)° (1,18-1,4)°
NE (n=8) 64,2 5,85 20,61 1,45

(62,77 -64,93)®  (4,11-729)*  (18,96-21,21)" (14-1,53)°

66,34
HE (n=8) 34 4,22 20,36 121
( (65,71-66,76)"  (195-6,13)* (1938-21,1)*  (1,11-137)"

Legenda: NS — grupo com dieta normolipidica sedentdrio; HS — grupo com dieta hiperlipidica sedentario;
NE - grupo com dieta normolipidica exercitado; HE — grupo com dieta hiperlipidica exercitado. Dados:
mediana (minimo — médximo). Significancia (P<0,05): valores com letras iguais na mesma coluna ndo

apresentam diferenca significativa (P>0,05) ao teste de Dunn's.

5.4 Discussao

No presente estudo foi utilizada uma dieta hiperlipidica com 1% de colesterol e
15% de gordura hidrogenada comparada com a normolipidica, onde nao se utiliza estes
compostos e, a unica fonte lipidica € o 6leo de soja. J& em relacdo ao suplemento,
utilizou-se 1% de CLA sobre o consumo total da dieta (normal e hiperlipidica) em todos
os grupos e, apenas dois grupos foram submetidos ao exercicio fisico moderado, com
duracdo de 12 semanas.

A discussdo a respeito da dieta hiperlipidica é conclusiva no diz respeito as
alteracdoes das lipoproteinas plasmadticas, peso e composi¢do corporal, porém os
questionamentos em relagdo ao efeito desta em individuos que praticam atividade fisica
téem sido acirrados frente aos efeitos fisiolégicos relatados por muitos grupos de
pesquisa nos ultimos anos. Os estudos que tratam dos efeitos da atividade fisica sobre o
organismo variam de acordo com o volume (tempo e freqiiéncia) e intensidade do
esfor¢o (leve, moderado e intenso) e, também, do tipo de atividade fisica (natacdo, salto
e corrida), envolvendo ratos e camundongos, com tempo de experimentagdo variando de
2 a 12 semanas.

Em relacdo ao dcido linoleico conjugado, a monitoracio quanto a sua

suplementagao tem recebido grande notoriedade no campo da saide, nao apenas por sua
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acdo isolada na prevencao e no controle das doencas cardiovasculares (Toomey et al,
2003; Battacharya et al., 2006), mas devido as suas caracteristicas fisicas serem
semelhantes aos dcidos graxos insaturados. Ha especulacdes de que o CLA pode operar
como um ligante de vdrios receptores nucleares (Pariza et al., 2000), como os PPAR
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor), que sao fatores criticos no metabolismo
de lipidios no figado e tecido adiposo (Taylor & Zahradka, 2004).

Dietas hiperlipidicas devem conter 30% ou mais de energia na forma de gordura
para aumentar o acimulo lipidico em roedores (Hill et al., 2000). No entanto, neste
trabalho foi utilizado uma dieta hiperlipidica com 1% de colesterol, 15% de gordura
hidrogenada e 50% de sacarose, sendo esse ultimo uma quantidade cinco vezes maior
que a normolipidica. Sendo assim, a dieta hiperlipidica foi um fator prejudicial para os
camundongos, pois demonstrou que quando individuos fazem atividade fisica e tem este
tipo de alimentagdo, o exercicio ndao é um fator protetor, comparado com os que fazem
uma alimentag¢do normal.

Com relagdo aos niveis séricos de colesterol total e LDL, foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos analisados. Observou-se uma elevagao nos
grupos exercitados com dieta hiperlipidica em comparacdo com os grupos de dieta
normolipidica sedentdrio ou exercitado. Bernardes et al. (2004), também verificaram
aumento da concentragdo de colesterol total entre grupos treinados com natacdo em
relacdo aos sedentdrios, ambos alimentados com dieta hipercaldrica. Eles relatam que a
constante utilizacdo de gordura como substrato energético pode acelerar a biossintese de
colesterol. Entretanto, Quiles et al. (2003) mostraram que o exercicio fisico
concomitante ao consumo de dieta composta de fonte lipidica monoinsaturada, como
6leo de oliva, reduz os niveis de colesterol plasmaticos. Morais et al. (2003) observaram
uma reducdo significativa dos niveis de colesterol total quando o nivel de lipidios da
dieta passou de 7 para 14%. Porém, Champe & Harvey (2000) relatam que o nivel de
colesterol é moderadamente reduzido quando dietas pobres em colesterol sdo
consumidas. A elevagdo dos niveis de colesterol e LDL entre os animais hiperlipidicos
exercitados, observada no presente estudo, pode ser também, devido a maior densidade
caldrica na dieta hiperlipidica (Tabela 1). No entanto, o fator exercicio ndo demonstrou
ser eficiente na reducgdo dessas lipoproteinas plasmaticas.

Apesar dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica exercitados terem
apresentado menores concentracoes de HDL, estes ndo demonstraram diferencas

estatisticas (Tabela 3). Os resultados de HDL nao apresentaram diferencas significativas
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em ambos os tipos de dietas fornecidas, dados corroborados com estudo de Morais et al.
(2003). Estes observaram diferencas ndo significativas no HDL nos animais
alimentados com dieta normolipidica a base de 6leo de soja, com teores iguais aos
utilizados no presente estudo. No entanto, os animais que consumiram a dieta
hiperlipidica tiveram aumento dos niveis de HDL, o que ndo foi observado em nosso
estudo.

O exercicio fisico ndo mostrou ser eficaz em elevar os niveis de HDL,
contrariando os achados de Bernardes et al. (2004) e Couillard et al. (2001). E bem
estabelecido que o exercicio fisico favorece o aumento dos niveis da HDL. Isso se faz
importante devido ao fato de a HDL ser a unica lipoproteina capaz de realizar o
transporte reverso do colesterol, retirando o excesso de colesterol livre ndo s6 de
membranas celulares como do préprio subendotélio e transportando até o figado para
ser degradado (Shils et al., 2005). O aumento da concentracao das HDL pode nao ter
sido observado em func¢do da freqiiéncia e intensidade do exercicio aerébio. Tal evento
advém do estimulo a lipoproteina lipase, considerando-se que a geracdo de particulas de
HDL € um processo inerente ao metabolismo das lipoproteinas ricas em triglicérides
(Despres et al., 1999), bem como da reducdo no catabolismo da apolipoproteina A-I e
diminui¢cdo da atividade da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP)
(Fergunson et al., 1998). No entanto, o papel do exercicio sobre a elevacdo da
concentracdo plasmatica de HDL parece estar condicionado a diversos fatores, tais
como: melhora na resisténcia a insulina, redugcdo de peso corporal e trigliceridemia,
perfil lipidico e polimorfismos genéticos (particularmente neste estudo a Apo E) e
proteinas envolvidas no metabolismo da HDL (Ardern et al., 2004). Tais fatores sdo
responsaveis pela grande variabilidade da resposta da HDL frente ao exercicio fisico.

Em relacdo ao ganho de peso, pode-se observar que o grupo HE e HS
apresentaram maior ganho de peso, quando comparado com o grupo NE. Este fato esta
diretamente relacionado com o tipo de dieta e, também, com o exercicio fisico. Os
dados de Pellizzon et al. (2002) ndo corroboram com 0s NoOssos, pois mostraram que 0s
ratos alimentados com dieta normolipidica a base de dleo de soja e treinados com
natacio por seis semanas apresentaram-se mais pesados que ratos com dieta
hiperlipidica, supondo que o exercicio freqiiente de natacdo foi capaz de elevar a massa
muscular dos animais normolipidicos. Sabe-se que a pratica de exercicio fisico regular
pode levar a modificacdes da composi¢do corporal, aumentando a massa muscular e

reduzindo a gordura corporal (Thonson et al., 2008). Durante a pratica de exercicios
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aerébios, as reservas de glicogénio sdo utilizadas nos primeiros minutos de atividade e,
a medida que o exercicio prossegue, hd reducdo na utilizacdo do glicogénio com
aumento concomitante na utiliza¢do das gorduras (Thomson et al., 2008).

Analisando a composi¢do corporal, ndo foi verificado alteragdes nas
concentracdes de gordura, proteina e cinzas numa andlise inter-grupos. O protocolo
utilizado em nosso estudo, em que estipulava como tempo de experimento um periodo
de 12 semanas e uma atividade moderada durante 30 minutos, pode ter influenciado na
auséncia de diferencas relevantes nestes parametros, nos diferentes grupos analisados.
Entretanto, o grupo HE demonstrou uma alteracao significativa da concentra¢io de dgua
na carcaca, comparado com o grupo HS. Este fato pode estar relacionado ao glicogénio
muscular, pois os animais do grupo HE apresentaram maior ganho de peso corporal e
maior concentragdo de proteina, apesar de nao significativo, que os animais do grupo
HS. Bhattacharya et al. (2005), quando estudaram camundongos BALB/C alimentados
com dieta rica em gordura, suplementados com 0,4% de CLA e submetidos a exercicio
moderado em esteira, verificaram diminui¢do da gordura corporal total e aumento da
proteina no musculo.

Os dados do presente estudo nao possibilitam especificar os mecanismos
responsaveis pelos efeitos da dieta hiperlipidica e do exercicio nos percentuais de dgua
da carcaca, fato este que pode estar relacionado com o glicogénio, pois este € capaz de
armazenar moléculas de dgua em suas estruturas (Thonsom et al., 2008). Todavia, a ndo
alteracdo do percentual de gordura pode estar relacionada uma ndao modificagdo na
proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipdcitos, a um gasto energético insuficiente para a
utilizacdo de gorduras como substrato energético e a ndo alteracdo da atividade das
enzimas carnitina palmitoiltransferase e lipase lipoprotéica.

Conclui-se que, o exercicio fisico, na intensidade e volume do presente estudo,
associado a uma dieta hiperlipidica aumenta o colesterol total e o LDL sérico e, eleva o
ganho de peso de camundongos Knockout para o gene que expressa a apoE

suplementados com CLA.
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6. ARTIGO ORIGINAL “III”

A combinacio de exercicio fisico e CLA niao altera a progressao de
aterosclerose de camundongos knockout para o gene da Apo E

alimentados com dietas normo e hiperlipidica.

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos da combinacdo de exercicio fisico e 4cido linoleico
conjugado (CLA) na progressado de aterosclerose de camundongos knockout para o gene
da Apo E alimentados com dietas normo e hiperlipidica. Métodos: Um total de 26
camundongos foram divididos e submetidos a exercicio fisico e sedentarismo
associados a dietas normo e hiperlipidica suplementadas ou ndo com 1% de CLA,
durante 12 semanas. Utilizou-se ANOVA e Tukey ao nivel de significancia de 5%.
Resultados: Pode-se verificar que os animais exercitados e alimentados com dieta
hiperlipidica suplementada com CLA, apresentaram maiores valores de colesterol total
e LDL no plasma e, aumento do figado, quando comparado com os animais que
ingeriram dieta normolipidica, independente do exercicio e da suplementacdo com
CLA. Estes, também, demonstraram menor nivel de HDL sérica, em relacdo aos
animais que ingeriram dieta hiperlipidica sem CLA e sedentdrios. A alteracdo na
progressdo da aterosclerose ndo foi identificada em nenhum dos animais dos diferentes
grupos. Conclusdes: A combinacdo do exercicio fisico e dieta hiperlipidica
suplementada com CLA aumentaram as concentracdes de colesterol total e LDL
plasmético e o peso do figado e, diminuiram as concentracdes de HDL sérica. E,
também, esta combinagao, independente do tipo de dieta, ndo foi eficiente na reducdo da
progressdo de aterosclerose de camundongos Knockout para o gene que expressa a

apolipoproteina E.

Palavras-chaves: Dislipidemia; Apolipoproteina E; Aterogénese; Sedentarismo
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6.1 Introducao

A aterosclerose € uma doenca inflamatdria cronica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressio endotelial, acometendo principalmente a camada intima
de artérias de médio e grande calibre. A formacao da placa aterosclerética inicia-se com
uma agressao ao endotélio vascular devido a diversos fatores de risco como elevacao de
lipoproteinas aterogénicas, sendo elas: lipoproteina de baixa densidade (LDL), de
densidade intermediaria (IDL), de densidade muito baixa (VLDL) e remanescentes de
quilomicrons, hipertensao arterial e/ou tabagismo (Sociedade Brasileira de Cardiologia,
2007).

Quase a totalidade da LDL presente no plasma é originada do metabolismo da
VLDL, sendo removida pelo receptor B/E hepatico. Desta forma, a presenga de um
maior nimero de copias da Apo E (apoliproteina E), estimulam a interacdo com o
receptor B/E e receptor de particulas remanescentes (ambos no figado). A apo E,
também € uma proteina integrante da HDL (lipoproteina de alta densidade), VLDL, IDL
e quilomicrons, além dos produtos de degradacdo lipolitica, como remanescentes de
quilomicrons (Brandao et al., 2004). Essa apolipoproteina, identificada no inicio da
década de 1970, tem sido extensivamente estudada principalmente por sua funcdo no
metabolismo dos lipidios e pelo envolvimento no transporte de colesterol em vérios
tecidos (Shore & Shore, 1973).

O consumo de 4cido linoleico conjugado (CLA) tem demonstrado efeito
positivo sobre o perfil lipidico do plasma e anti-aterogénico em coelhos (Kritchevsky et
al., 2002). CLA ¢ a denominacdo dada a um grupo heterogéneo de dcidos graxos com 18
carbonos, com duas duplas ligacdes, formadas através de biohidrogenagdo e oxidacdo
por processos naturais (Bocca et al., 2007). Na molécula nio ha nenhum grupo metileno
separando as duplas ligacdes como ocorre nos dcidos linoleicos. Ao invés disso, hd uma
dupla ligacdo conjugada com configuracio em cis (c) ou trans (t), onde,
predominantemente, é apresentada em posicoes c9, t11 e t10, c12 (Bhattacharya et al.,
2006). Encontrado naturalmente em muitos produtos animais, € sintetizado por bactérias
do rimen, embora possa ser sintetizado em menor quantidade por animais nao
ruminantes (Whigham et al., 2000). As principais fontes dietéticas de CLA sao: carne
bovina (3-4 mg/g), leite e manteiga (5-7 mg/g) e, em menor proporcdo, Oleos de
sementes de acafrdo e girassol (0,01 a 0,12% dos 4cidos graxos totais) (Alasnier et al.,
2002). E importante ressaltar ainda que alguns efeitos indesejdveis relacionados ao uso

do CLA foram encontrados, tanto em estudos com humanos quanto em animais. Ha
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relatos de aumento da resisténcia a insulina e aumento da glicose e insulina de jejum
(Smedman et al., 2001); elevacdo da peroxidacdo lipidica (Riserus et al., 2001) e,
reducdo da HDL em humanos obesos tratados com CLA (Steck et al., 2007).

Exercicio fisicos aerébios moderados, também tem sido utilizado como forma
de prevenir ou reverter a formacao de placas ateromatosas nas artérias, podendo alterar
o perfil lipidico plasmdtico, diminuindo o colesterol total (Meilhac et al., 2001).
Entretanto, o impacto da prética habitual de exercicios fisicos no colesterol pode nédo se
confirmar com a mesma intensidade dependendo da qualidade da alimentacdo, ou seja,
da ingestdo caldrica e de gordura além da necessidade didria de cada individuo.

Acompanhamento de individuos praticantes de exercicios fisicos em academias
tem demonstrado que a prética deste tem sido uma estratégia para prevengcdo ou
reversdo da doencga arterial coronariana (DAC) e dislipidemias. Estes individuos
também fazem uso de recursos ergogénicos como o CLA, tentando a maximizagao dos
efeitos no organismo, porém nao se atentando para o controle da dieta, com isso
consumindo muita gordura e excesso de calorias. Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos da combinagdo de exercicio fisico e 4cido linoleico conjugado na
progressdo de aterosclerose de camundongos knockout para o gene da Apo E

alimentados com dietas normo e hiperlipidica.

6.2 Metodologia
6.2.1 Animais de Experimentaciao

Foram utilizados 26 camundongos knockout para o gene que expressa a Apo E,
com doze semanas de vida. Os animais distribuidos em quatro grupos, pesando em
média 19,62 + 2,62 gramas: NS (dieta normolipidica e sedentdrio) (n=5), HS (dieta
hiperlipidica e sedentdrio) (n=5), NECLA (dieta normolipidica, exercicio e
suplementacdo com 1% de CLA) (n=8), e HECLA (dieta hiperlipidica, exercicio e
suplementagcdo com 1% de CLA) (n=8).

Cada grupo foi alocado em gaiolas coletivas de polipropileno e mantido em
ambiente com temperatura média de 21°C, com alternancia de periodo de 12 horas
claro/escuro. Todos receberam dgua e dieta ad libitum. O periodo do experimento foi de
doze semanas e antes da eutandsia todos foram colocados em jejum por 12 horas.

Apo6s a eutandsia em ambiente de CO,, o sangue foi coletado por pun¢do na
regido abdominal, sendo imediatamente centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. O

soro foi congelado e mantido em freezer a -20°C até a andlise. Todas as visceras foram
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retiradas, separando o figado para determinacdo do peso e o coracdo junto com a aorta
para andlise da aterosclerose.

Os camundongos foram procedentes do Biotério Central do Centro de Cié€ncias
Biolégicas e da Sadde, da Universidade Federal de Vigosa. Os procedimentos
empregados no estudo foram aprovados pelo Comité de Etica do Departamento de
Veterindria desta universidade (processo n°. 13/2008) (em anexo), estando de acordo

com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

6.2.2 Dietas

A dieta hiperlipidica foi elaborada baseando-se na proposta da Association of
Official Analytical Chemistry - A.O.A.C (1998), e a dieta normal seguindo a proposta
da AIN-93M (Reeves et al., 1993), sendo confeccionadas manualmente e mantidas
congeladas e protegidas da luz até o momento da utilizacdo. A concentracdo de CLA
(mistura de isdmeros) na dieta foi de 1% do total desta. Substituiu-se dez gramas de
6leo de soja por dez gramas de CLA em cada quilo de dieta nos grupos: NECLA e
HECLA (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao das dietas experimentais (g/kg de dieta)

Ingredientes NS NECLA HS HECLA
Caseina 140 140 200 200
Maltodextrina 155 155 - -
Sacarose 100 100 500 500
Oleo de soja 40 30 10 -
Celulose 50 50 50 50
Mistura mineral 35 35 50 50
Mistura vitaminica 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 - -
Bitartarato de colina 2,5 2,5 10 10
Colesterol - - 10 10
Gordura hidrogenada - - 150 150
Amido de milho 465,692 465,692 - -
CLA - 10 - 10
Total (cal/kg dieta) 4002,8 4002,8 4530 4530

Legenda: NS — dieta normolipidica sem CLA e sedentdrio; NECLA — dieta normolipidica com CLA e
exercicio; HS — dieta hiperlipidica sem CLA e sedentario; HECLA — dieta hiperlipidica com CLA e
exercicio. Grupo NS e NECLA (dieta preparada segundo AIN-93M, Reeves et al., 1993); grupo HS e
HECLA (dieta preparada segundo a Association of Official Analytical Chemistry, 1989).

6.2.3 Protocolo de atividade fisica

Todos os camundongos foram submetidos a um programa progressivo de corrida
na esteira (INSITH® , Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto — SP, Brasil), cinco dias
por semana, 30 min/dia, a uma velocidade de 15 metros por minutos, por 12 semanas
consecutivas (segundo MEILHAC et al., 2001). A progressao da carga do exercicio esta

demonstrada na tabela 2.

Tabela 2. Programa de corrida utilizado nos camundongos ApoE

Velocidade Tempo Freqiiéncia
Semanas (metros/minuto)  (minutos/dia) (dias/semana)
1 a2 (progressdo didria) 10a 15 10a30 5
3al2 15 30 5
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6.2.4 Concentracao de Colesterol total, HDL e LDL

As determinacdes de colesterol total e o HDL-c foram realizadas baseando-se no
método enzimatico colorimétrico, utilizando kit enzimatico KATAL (Fossati &
Prencipe, 1982). A concentracio de LDL-c no plasma foi calculada baseando-se na

férmula de Friedewald citado por Warnick et al. (1990).

LDL = (colesterol total - HDL) - (TG x 0,20)

6.2.5 Peso do figado

O figado extraido foi imerso, imediatamente, em solucdo fisiolégica para retirar
o excesso de sangue, em seguida foi secado e colocado sobre papel aluminio
previamente tarado e pesado em balanga digital Gehaka BG2000. Apds a afericao do

peso o figado foi descartado.

6.2.6 Analise Histopatologica e Morfométrica

O coragdo foi retirado em bloco com os vasos da base e a aorta; que foi
seccionada na sua porcdo tordcica descendente até a bifurcacdo renal e, em seguida
imerso em solugdo fisioldgica. Para fixacdo em parafina, o coracdo foi secado e
seccionado transversalmente na base, tendo como referéncia macroscépica a vélvula
aortica. Foram feitos, em média, dez cortes histologicos semi-consecutivos medindo 5
um de espessura e separados entre si por 5 wm, completando uma amostra de
aproximadamente 0,2 mm da raiz aorta, a partir da sua saida. Os cortes histopatoldgicos
foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

A andlise morfométrica foi desenvolvida usando uma média da drea das cinco
maiores lesdes de cada animal. As seccdes de artéria foram selecionadas a partir da
observacao em microscopio Optico Zeiss acoplado a video-camera, sendo as imagens
congeladas utilizando-se um computador.

Foi utilizada a subtracdo da édrea entre a luz provédvel e a luz real da artéria
lesada. A luz real foi medida manualmente contornando-se o endotélio e eventuais
protuberancias, como placas ou estrias gordurosas. J4 a luz provavel da artéria foi obtida
através de medida feita manualmente no contorno do limite entre a camada muscular e a
camada intima das artérias. Este resultado € representativo da obstruc¢do para cada caso.
Cada medida foi feita com duas repeti¢des, trabalhando-se com a média das mesmas

medidas.
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6.2.7 Analise estatistica

Os dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) para comparagoes
entre grupos. O teste de Tukey foi empregado para andlise de multipla comparacdo post-
hoc, quando necessario. Utilizou-se o software Sigma Stat versdao 3.0 para as andlises

estatisticas, empregando o nivel de significancia estatistica de p<0,05.

6.3 Resultados
6.3.1 Colesterol total, HDL ¢ LDL

Foi identificada modificacdo significativa (p<0.05) para a varidvel colesterol
total e LDL, com o grupo HECLA apresentando maiores valores que o grupo NECLA e
NS. Em relacdo ao HDL, a diferenca estatistica s6 foi apresentada entre o grupo HS e
HECLA, sendo o valor do primeiro maior que o segundo (p=0,019). O resumo da

andlise de variancia para essas varidveis estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Contetido de colesterol total, HDL e LDL nos camundongos Apo E 7

Grupos Colesterol Total (mg/dL.) HDL-c (mg/dL) LDL-c (mg/dL)
NS (n=5) 367,6+88,21 ™ 25,443,64 329,6+86,69 ™
HS (n=5) 503,5+133,71 * 36,75+14,99 * 453+132,35 *
NECLA (n=8) 433,06+155,2 28,3149,50 ®  388,23+142,03 ™
HECLA (n=38) 932,68+456,01° 17,75+8,81 " 905,37+460,37 *

Legenda: NS — grupo com dieta normolipidica sedentario; HS — grupo com dieta hiperlipidica sedentério;
NECLA - grupo com dieta normolipidica suplementada com CLA e exercitado; HECLA — grupo com
dieta hiperlipidica suplementada com CLA e exercitado. Dados: médias + DP. Significancia (P<0,05):

valores com letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (P>0,05).
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6.3.2 Peso do figado

Os figados dos diferentes grupos ndo apresentaram pesos semelhantes, pois o
peso do figado do animais do grupo HECLA foi significativamente maior que o do
NECLA (p=0,003). A andlise de variancia para essas varidveis estdo expostas na Tabela

4.

Tabela 4. Efeitos da dieta hiperlipidica e da combinacgdo exercicio e CLA sobre o peso

dos figados dos camundongos apoE ' ao fim de 12 semanas de experimento.

Grupos

Orgio NS HS NECLA HECLA

Figado (g)  1,04+0,04 * 1,13+0,24 * 0,95+0,15 ° 1,29+0,17

Legenda: NS — grupo com dieta normolipidica sedentario; HS — grupo com dieta hiperlipidica sedentério;
NECLA - grupo com dieta normolipidica suplementada com CLA e exercitado; HECLA — grupo com
dieta hiperlipidica suplementada com CLA e exercitado. Dados: médias + DP. Significancia (P<0,05):

valores com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P>0,05).
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6.3.3 Lesoes Aterosclerdticas

As andlises histologicas e morfométricas da aorta apdés 12 semanas de
experimento mostraram lesdes aterosclerdticas em todos os grupos (em destaque,
fotomicrografia representativa da aorta proximal de quatro camundongos Apo E ),
com cada um representando seu respectivo grupo, Figural). No entanto, nenhum deles

apresentou diferencas significativas (p>0,05) entre as dreas lesadas (Tabela 6).

Figura 1. Fotomicrografia (ampliacio de 4x) representativa da aorta proximal de

camundongos Apo E 7.

Legenda: Fotomicrografia A, grupo com dieta normolipidica sedentario (NS); Fotomigrografia B, grupo
com dieta hiperlipidica sedentdrio (HS); Fotomicrografia C; grupo com dieta normolipidica suplementada
com CLA e exercitado (NECLA); Fotomicrografia D, grupo com dieta hiperlipidica suplementada com
CLA e exercitado (HECLA). Circulo, em todas as fotos, destaca formac@o das lesdes. Seta fina indica, em
todas as fotos, ampliag@o da lesdo em 20X. Em destaque, aspecto das lesdes com capa fibrosa, cristais de

colesterol, alteragcdes degenerativo-necrdticas e células xantomizadas.
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Tabela 6. Area da lesdo da aorta (mm?) dos camundongos Apo E “” ao fim de 12

semanas de experimento.

Grupos

Orgio NS HS NECLA HECLA

Coragdo/Aorta  2,942,26° 9,81+8,46 ° 3,94+3,12 ¢ 6,63+3,51

Legenda: NS — grupo com dieta normolipidica sedentdrio; HS — grupo com dieta hiperlipidica sedentario;
NECLA - grupo com dieta normolipidica suplementada com CLA e exercitado; HECLA — grupo com
dieta hiperlipidica suplementada com CLA e exercitado. Dados: médias + DP. Significancia (P<0,05):

valores com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P>0,05).

6.4 Discussao

No presente estudo, a dieta hiperlipidica foi um fator prejudicial para a saide
dos camundongos, independentemente da pratica de exercicios fisicos e suplementagcao
com CLA. Comparando o grupo HECLA com os grupos NECLA e NS observa-se que
os niveis de colesterol total e LDL foram aumentados significativamente no grupo
HECLA. Este fato pode ser explicado pela alta densidade calérica da dieta hiperlipidica,
assim como, pela alta quantidade de gorduras saturadas, comparada com a dieta
normolipidica. Estes resultados corroboram com os estudos de Bernardes et al (2004),
que verificaram aumento da concentracdo de colesterol total nos grupos treinados com
natacdo em relacdo aos sedentdrios, ambos alimentados com dieta hiperlipidica. Estes
relatam que a constante utilizacdo de gordura como substrato energético pode acelerar a
biossintese do colesterol. Entretanto, Quiles et al (2003) mostraram que o exercicio
fisico concomitante ao consumo de dieta composta de fonte lipidica monoinsaturada,
como O6leo de oliva, reduz os niveis de colesterol plasmdticos. Em relacdo ao consumo
de CLA, Botelho et al (2007) verificaram diminui¢do do colesterol total quando ratos
foram suplementados com 4% de CLA na dieta, aumento do colesterol com
suplementa¢do de 1% de CLA e manutencdo dos niveis de colesterol quando os animais
foram suplementados com 2% de CLA, sendo todas as suplementagdes ocorridas num
periodo de 21 dias.

Esta bem estabelecido que o exercicio fisico favorece o aumento dos niveis da
HDL. Isso se faz importante, pois a HDL € a tnica lipoproteina capaz de realizar o
transporte reverso do colesterol, retirando o excesso de colesterol livre ndo s6 de

membranas celulares como do préprio subendotélio e transportando até o figado para
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ser degradado (Shils et al, 2005). No entanto, o grupo HS, apesar de sedentério,
demonstrou maiores valores (p<0,05) da HDL que o grupo HECLA. O aumento da
concentracdo da HDL pode ndo ter sido observado em funcdo da freqiiéncia e
intensidade do exercicio aerébio e, também da interacdo do exercicio e do dacido
linoleico conjugado. O papel do exercicio fisico sobre a elevacdo da concentragdo
plasmatica da HDL parece estar condicionado a fatores como melhora na resisténcia a
insulina, reducdo de peso corporal e trigliceridemia, perfil lipidico prévio e
polimorfismos genéticos de enzimas e proteinas envolvidas no metabolismo da HDL.
Tais fatores sdao responsaveis pela grande variabilidade da resposta do HDL frente ao
exercicio fisico (Ardern et al, 2004).

Em relacdo a suplementacdo de CLA, o grupo HS demonstrou maiores valores
da HDL do que o grupo HECLA. Resultado semelhante a este estudo foi relatado por
Steck et al (2007), que verificaram diminuicilo da HDL em humanos obesos
suplementados com 3,4 ou 6,4 g/dia de CLA por um periodo de 12 semanas. Contudo,
Gavino et al (2000) trabalharam com hamsters alimentados com dieta rica em gordura e
suplementados com 1% de CLA durante seis semanas, ndo verificando diferencas
significantes na HDL. Assim como Botelho et al (2007), estudando humanos jovens,
todos suplementados com 5,5 g/dia de CLA durante 5 semanas, também ndo relataram
diferencgas significantes nesta lipoproteina.

Os animais do grupo HECLA apresentaram maior peso no figado (p<0,05) que o
grupo NECLA. Estes resultados estdo diretamente relacionados ao consumo de dieta
hiperlipidica, pois ambos fizeram atividade fisica e consumiram CLA. No entanto, ndo
foi encontrado na literatura um desenho experimental semelhante a este estudo para a
andlise do peso do figado. Porém, Gaiva et al (2003), utilizando ratos alimentados com
dietas ricas em dcidos graxos poliinsaturados advindos da combinagdo de 6leo de soja e
6leo de peixe, apresentaram maior peso do figado que ratos alimentados com dietas que
tinham como fonte lipidica apenas o 6leo de soja ou o 6leo de peixe. Este aumento no
peso do figado dos animais podem estar relacionados a incorporagdo de dcidos graxos
no figado.

Outro fato a ser destacado é a ocorréncia e gravidade das lesdes aterosclerdticas.
Observa-se que o CLA pode diminuir a extensdo da aterosclerose, como foi
demonstrado em outros modelos experimentais, como coelhos e camundongos BALB/C
(Kritchevsky et al, 2002; Battacharya et al, 2006). Segundo o estudo de Toomey et al

(2006), a administracao de CLA em camundongos knockout para o gene da Apo E, com
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lesdes ateroscleréticas pré-estabelecidas, ndo s6 retardou a progressao, como também
induziu a regressdo de lesdes na aorta. O mecanismo potencial para explicar este efeito
do CLA na aterosclerose € a habilidade em alterar o metabolismo hepatico dos lipidios e
lipoproteinas (Mitchell et al, 2005). De acordo com Toomey et al (2006), o CLA induz
a reducdo da aterosclerose por regular negativamente a expressao de genes pro-
inflamatérios, como o PPAR alfa e o PPAR gama, e induzir apoptose nas lesdes
aterosclerdticas. Porém, no presente estudo foram encontradas lesdes aterosclerdticas
em todos os grupos (Figural), e as dreas lesadas ndo tiveram diferengas significativas
numa andlise inter-grupos. Controvérsias sao ainda encontradas na literatura cientifica
na relacdo composic¢do lipidica da dieta e aterosclerose em diferentes espécies animais.
H4 evidéncias, em humanos e em roedores, de que dietas com grandes quantidades de
acidos graxos saturados promovem maior acimulo de gordura quando comparadas
aquelas ricas em dcidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados (Ellis et al, 2002).

Estudos tém sido feitos para a comprovagdo dos efeitos benéficos do exercicio
fisico aerdbico na reducdo e prevencdo de doencas coronarianas. Cal e Figueiredo
(2002) prescreveram caminhadas de 30 minutos por dia em um grupo de individuos e
verificaram uma redugdo no risco da ocorréncia de doencas cardiovasculares em até
18%. Em um estudo feito com mulheres pedalando em um ciclo ergdbmetro durante 3
meses, 5 vezes por semana, durante 30 minutos a uma intensidade de 80% da freqiiéncia
cardiaca maxima, também foi verificado efeitos benéficos no sistema cardiovascular
(Maeda et al, 2003). Napoli et al (2004), submeteram camundongos knockout para o
receptor da LDL, a 60 minutos de natagcdo, duas vezes ao dia, 5 dias por semana e,
verificaram, também, que o exercicio fisico protege contra os efeitos do excesso de
colesterol e outros fatores envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose.

Concluiu-se que, a combinacdo do exercicio fisico e dieta hiperlipidica
suplementada com CLA aumentaram as concentracdes de colesterol total e LDL
plasmdtico e o peso do figado e, diminuiram as concentracdes de HDL sérica. E,
também, esta combinagao, independente do tipo de dieta, ndo foi eficiente na reducdo da
progressdo de aterosclerose de camundongos Knockout para o gene que expressa a

apolipoproteina E.
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7. CONCLUSOES GERAIS

A dieta hiperlipidica ¢ um fator prejudicial, pois mesmo suplementada com
CLA, ela aumenta o colesterol total, LDL e eleva o ganho de peso dos camundongos
knockout para o gene da apoE exercitados.

O exercicio fisico, na intensidade e volume do presente estudo, associado a uma
dieta hiperlipidica aumenta o colesterol total e o LDL sérico e, eleva o ganho de peso de

camundongos Knockout para o gene que expressa a apoE suplementados com CLA.

A combinacdo do exercicio fisico e dieta hiperlipidica suplementada com CLA
aumentaram as concentragdes de colesterol total e LDL plasmadtico e o peso do figado e,
diminuiram as concentracdes de HDL sérica. E, também, esta combinagdo,
independente do tipo de dieta, ndo foi eficiente na redugdo da progressdo de

aterosclerose de camundongos Knockout para o gene que expressa a apolipoproteina E.
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