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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do exercicio fisico e do
extrato de soja no perfil lipidico, no estresse oxidativo e na aterosclerose em
camundongos deficientes do gene para o receptor de LDL (LDLr").

Métodos: Os animais foram divididos: grupo que nao realizou exercicio e recebeu
dieta controle (CT; n=8); grupo que realizou exercicio e recebeu dieta controle (EX; n=8);
grupo que nao realizou exercicio e recebeu dieta contendo extrato de soja (ES; n=8);
grupo que realizou exercicio e recebeu dieta contendo extrato de soja (EX+ES; n=8). Os
pesos corporais e consumo alimentar foram avaliados durante as 6 semanas
experimentais e o peso relativo do coracédo apoés o sacrificio. Os triacilglicerdis, colesterol
total sérico e suas fragBes foram determinados por ensaio enzimatico. Avaliou-se a fase
de laténcia da producdo de dieno conjugado nos soros e formacdo de TBARS e
hidroperoxidos em rins e figados. Realizaram-se andlises histomorfométricas da leséo
aterosclerotica na valvula adrtica e na aorta toracica e abdominal.

Resultados: Observamos que no perfil lipidico somente o extrato de soja
aumentou o HDLc (CT: 21,01 + 2,05; EX: 22,92 + 3, 46; ES: 36,02 + 4,37; ES+EX: 32,77
+ 6,52 mg/dL, p < 0,05) e reduziu as fracdes aterogénicas (CT: 650,77 + 86,10; EX:
668,03 + 55,07; ES: 551,29 + 63,63; ES+EX: 601,20 + 106,59 mg/dL, p < 0,05). Com
relacdo a resisténcia a peroxidagao lipidica plasmatica, o exercicio fisico e o extrato de
soja prolongaram a fase de laténcia quando administrados em conjunto (CT: 3,40; EX:
8,40; ES: 9,40; EX+ES: 58,40 min, p < 0,05). Além disso, o0 exercicio fisico e o extrato de
soja promoveram reducdo das concentracdes de TBARS em tecido hepatico (CT: 2, 28 +
0,33; EX: 1,04 +0,21; ES: 1,36 + 0,35; EX+ES: 1,44 + 0,48 nmol de MDA/mg de proteina,
p < 0,05). Apesar de nao ter sido constatado efeito do exercicio fisico e do extrato de soja
na aterosclerose na aorta toracica e abdominal, ambos promoveram reducao da leséo
aterosclerotica na raiz aortica, quando presentes, em conjunto ou separados (CT:598 x
10% + 146 x 10% EX: 319 x 10% + 91 x 10% ES: 301 x 10° + 73 x 10% EX + ES:188 x 10° +
36 x 10° nm?, p < 0,05).

Conclusao: O presente estudo demonstrou que ambos, exercicio e soja, reduzem

a aterosclerose na raiz adrtica em camundongos LDLr .

Palavras chaves: exercicio fisico, soja, perfil lipidico, estresse oxidativo e aterosclerose.
Apoio financeiro: CNPq, FAPEMIG e CAPES.
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ABSTRACT

Purpose: The present study had an objective to evaluate the effects of physical
exercise and soy extract on lipid profile, oxidative stress and atherosclerosis in mice
knockout for LDL receptor.

Methods: The animals were divided into four groups: control diet (CT; n=8); control
diet with physical exercise (EX; n=8); diet containing soy extract (ES; n=8) and diet
containing soy extract with physical exercise (EX+ES; n=8). The duration of the
experiment was for 6 weeks. The body weight and the relative heart weight were
evaluated at the end of the experiment, also the total serum cholesterol, HDLc and
atherogenic fractions, the lag time of conjugate diene production on serum and TBARS in
kidneys and livers. Histomorphometrical analyses of aortic lesion on the aortic root and
thoracic-abdominal aorta were performed.

Results: We observed that only soy extract increased HDLc (CT: 21,01 + 2,05; EX:
22,92 + 3, 46; ES: 36,02 + 4,37; ES+EX: 32,77 + 6,52 mg/dL, p < 0,05) and reduced
atherogenic fraction (CT: 650,77 + 86,10; EX: 668,03 + 55,07; ES: 551,29 + 63,63;
ES+EX: 601,20 + 106,59 mg/dL, p < 0,05) on lipid profile. Regarding to serum lipid
peroxidation resistance, physical exercise and soy extract prolonged the lag time stage
when administrated together (CT: 3,40; EX: 8,40; ES: 9,40; EX+ES: 58,40 min, p < 0,05).
Besides that, physical exercise and soy extract reduced TBARS levels in hepatic tissue
(CT: 2,28 +0,33; EX: 1,04 + 0,21; ES: 1,36 + 0,35; EX+ES: 1,44 + 0,48 nmol de MDA/mg
de proteina, p < 0,05). Although, were not noted effects of physical exercise and soy
extract on atherosclerosis on thoracic-abdominal aorta, both promoted aortic lesion
reduction on the aortic root (CT:598 x 10°+ 146 x 10% EX: 319 x 10° + 91 x 10% ES: 301
x 10° + 73 x 10%; EX + ES:188 x 10° + 36 x 10° nm?, p < 0,05).

Conclusion: The present study demonstrated that both, physical exercise and soy
extract reduce atherosclerosis development on aortic root in LDLr * mice.

Key words: physical exercise, soy, lipid profile, oxidative stress and atherosclerosis.
Financial support: CNPq, FAPEMIG and CAPES.
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1. INTRODUCAO

A doenca cardiovascular, incluindo ataque cardiaco, derrame e insuficiéncia
cardiaca, é a principal causa de doenca e morte no mundo desenvolvido (SCOTT, 2004).
Entretanto, as mudancas que vém ocorrendo nas sociedades dos paises em
desenvolvimento, dentre eles o Brasil, acompanham-se de modificacbes importantes no
perfil de morbidade e de mortalidade. As doencas nao transmissiveis representam,
atualmente, importante problema de saude publica nesses paises (CASTRO et al., 2004).

Dados brasileiros mostram que, em 2000, as doencas cardiovasculares foram
responsaveis pela principal alocacdo de recursos publicos em hospitalizacdes e foram a
terceira causa de permanéncia hospitalar prolongada (DIRETRIZES..., 2001; CASTRO et
al., 2004).

Dentre as doencas cardiovasculares, destaca-se a aterosclerose que tem como
origem primaria alteragcdes no metabolismo de lipideos e a consequente hiperlipidemia.
Desde o surgimento da hipotese oxidativa para a aterosclerose, ha aproximadamente 15
anos (STEINBERG et al., 1989; MEILHAC et al., 2001), um grande numero de
experimentos in vitro, em modelos animais e com humanos mostram que os lipideos
oxidados exibem efeitos pro-aterogénicos (PARTHASARATHY et al., 1999; MEILHAC et
al., 2001). Nos eventos iniciais da aterogénese a lipoproteina de baixa densidade oxidada
(LDLox) é rapidamente internalizada e acumulada nos macréfagos, formando as células
espumosas, que se depositam no espaco subendotelial (LIBBY, 2002). A LDLox é
citotoxica para as células endoteliais, promovendo a expressdo de citocinas e a
proliferacdo celular, inibindo o relaxamento vascular induzido pelo O6xido nitrico e
desencadeando assim, uma cascata de respostas inflamatorias (SMITH, 2001).

O exercicio fisico tem sido recomendado na prevencdo de doencas
cardiovasculares (BUSBY et al., 1985; ENSIGN et al., 2002), pois ha evidéncias que o
exercicio fisico aumenta a sensibilidade a insulina (ENSIGN et al., 2002) e a tolerancia a
glicose (THOMPSON et al., 2003), reduz a hipertensdo arterial (ENSIGN et al., 2002,
THOMPSON et al., 2003), aumenta o colesterol da fracao lipoproteina de alta densidade
(HDL) (THOMPSON et al, 2003), diminui as concentracbes de triacilglicerois
(THOMPSON et al., 2003) e do colesterol da fracdo LDL (THOMPSON et al., 2003) e
promove reducdo do peso corporal e do estresse emocional (BENITEZ et al., 2002;
ENSIGN et al., 2002; SMITH, 2001).
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Na ultima década, intensificaram-se as pesquisas com interesse no papel da soja
na prevengdo e no tratamento de doencas crbnicas, como cancer e doencgas
cardiovasculares. Recentemente, a soja é considerada um alimento funcional que
proporciona beneficios a saude além da nutricdo basica (HASLER, 2002). Tem sido
documentado na literatura que a dieta com soja reduz LDLc, triacilglicerois e,
possivelmente, aumenta HDLc (ANTHONY, 2000). Estes efeitos, possivelmente, sao
atribuidos a presenca das isoflavonas (genisteina e daidzeina) ou da proteina, ou de
ambos na composicao da soja (TIKKANEN et al., 1998; MENG et al., 1999). Além disso,
as isoflavonas podem atuar como antioxidante, removendo radicais livres e quelando ions
metalicos (ARORA et al., 1998), possivelmente agindo no inicio e na progressédo da
aterosclerose por inibir a oxidacéo de lipoproteina (ADAMS et al., 2002).

Portanto, o presente trabalho visou investigar em camundongos susceptiveis a
aterosclerose (LDLr"), os efeitos do exercicio fisico e do extrato de soja no perfil lipidico,

no estresse oxidativo e na aterosclerose.

1.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico e do extrato de soja, administrados juntos ou
isolados, no perfil lipidico, no estresse oxidativo e na aterosclerose em camundongos

deficientes do gene para o receptor de LDL.

1.2. Objetivos Especificos

Determinar as concentracdes de colesterol plasmético total na semana zero (inicial
do experimento) e ao término das seis semanas de experimento;

Determinar o colesterol HDL, a fracdo aterogénica e as concentracbes de
triacilglicerdis no soro ao término das seis semanas de experimento;

Avaliar a peroxidacao lipidica no soro e nos tecidos renal e hepatico;

Avaliar a formacéo de placas ateroscleréticas nas aortas toracica e abdominal e na

raiz aortica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Metabolismo de lipideos e lipoproteinas

Os lipideos celulares sédo fundamentais ndo s6 como fonte de energia para a
célula, mas também, como componentes estruturais da membrana celular, sendo os
acidos graxos, os triacilglicerois, os fosfolipideos e o colesterol esterificado e livre os
principais para o ser humano (ALVAREZ-LEITE & PELUZIO, 2003).

Os acidos graxos sao compostos por cadeias de carbono hidrocarboxiladas,
podendo ser saturados ou insaturados (SCARTEZINI et al., 1997). Os triacilgliceréis séo
produzidos pela esterificacdo do glicerol com trés moléculas de &cidos graxos. Os
fosfolipideos sdo formados por glicerol, acido graxo, base nitrogenada e fosfato
(GENEST, 2003). E o colesterol pode apresentar-se sob a forma livre (forma funcional,
componente estrutural das membranas celulares e na superficie da lipoproteina) ou
esterificada (forma de armazenamento, encontrada no interior das células ou no interior
das lipoproteinas) (SCARTEZINI et al., 1997).

Devido a sua natureza hidrofébica, os lipideos sdo transportados no plasma sob a
forma de aglomerados denominados lipoproteinas, que sdo constituidas por uma capa
hidrofilica composta por fosfolipideos, colesterol livre e proteinas, envolvendo um nucleo
hidrofébico que contém triacilglicerdis, colesterol esterificado e algumas vitaminas
lipossoluveis - Figura 1 (GENEST, 2003). As lipoproteinas diferem-se quanto a densidade,
origem, tamanho e conteudo de apoproteinas e lipideos, porém sua classificacdo se
baseia na densidade no meio aquoso do plasma. As principais classes de lipoproteinas,
quanto a este quesito, sdo: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) (RADER & WILSON, 1995; SCARTEZINI et
al., 1997; GENEST, 2003). As apoproteinas (apo) sao as proteinas presentes nestas
particulas (GENEST, 2003) e exercem varias funcdes fisiolégicas no seu metabolismo,
dentre as quais: agir como cofatores para enzimas, ligar-se em receptores da superficie
celular, contribuir para a solubilizacdo dos lipideos, além da funcdo estrutural para a
biossintese das lipoproteinas (RADER & WILSON, 1995).

21



7 Apolipoproteina

3
%ﬁ «— Fosfolipideo

# =y

Triglicerideo

) +«— Colesterol

Ester de colesterol

Figura 1 - Esquema representativo de uma lipoproteina (modificada de GENEST, 2003).

No metabolismo das lipoproteinas (Figura 2) os quilomicrons, que sdo constituidos
por apo B-48, E, A-1 e C (sintetizadas pelos enterdcitos), transportam os triacilgliceréis de
origem alimentar que sdo formados no intestino a partir da digestdo das gorduras
alimentares. A composicdo, o numero e o tamanho dos quilomicrons formados dependem
do suprimento e das caracteristicas da dieta. Uma vez sintetizados, os quilomicrons séo
lancados na linfa, atingindo a circulagdo sanguinea através do ducto toracico. Estes se
tornam uma particula de menor tamanho (quilomicron remanescente), pela retirada dos
seus acidos graxos, ao sofrerem hidrélise dos seus triacilgliceréis pela acdo da enzima
lipase lipoprotéica (LPL), que utiliza como cofator enzimatico a apo C-ll. Os
remanescentes sdo removidos da circulagdo para o figado devido a ligacdo da apo E com
o receptor de remanescentes neste 6rgao (GENEST, 2003).

Os acidos graxos provenientes do quilomicron juntamente com os sintetizados no
figado sdo “re-enpacotados” e secretados no sangue na forma de VLDL, lipoproteinas
ricas em triacilglicerdis, cuja principal apoproteina é a apo B-100. Na circulacdo, as VLDL
sao hidrolisadas por LPL, originando as IDL que contém apo B-100 e apo E na sua
superficie. A IDL tem dois destinos: é captada da circulacdo pelo figado, pela interacéo
das apoproteinas com receptores hepaticos, ou é processada pela lipase hepatica e se
transforma em LDL — Figura 2 (GENEST, 2003).
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Figura 2 - O metabolismo das lipoproteinas. O intestino absorve os lipideos da dieta em
quilomicrons que contém apo B-48. Lipase lipoprotéica, com seu cofator apo C-Il, hidrolisa os QM
que sao captados pelo figado pela ligacdo da apo E. O figado secreta os lipideos como VLDL com
apo B-100. VLDL é hidrolisada em IDL, a qual pode ser captada pelo figado. IDL também pode
sofrer hidrolise pela lipase hepatica e se tornar LDL. Células hepéaticas e periféricas removem a
LDL da circulacdo quando apo B-100 se liga ao receptor de LDL. HDL remove o0 excesso de
colesterol das células para o figado para excrecao na bile. O metabolismo das lipoproteinas esta
simbolizado por linhas sélidas. O transporte de colesterol, quando ndo contido nas lipoproteinas,
estd indicado por linhas pontilhadas (modificada de RADER & WILSON, 1995).

A LDL é a principal condutora de colesterol na circulacdo humana, transporta
ésteres de colesterol e vitamina E para os tecidos periféricos, cujas membranas
apresentam os receptores B/E de LDL que reconhecem a apo-100. Além disso,
significativa quantidade de LDL do plasma € eventualmente removida da circulacdo pelo
figado, também por interacdo apo B-100/receptor B/E. A entrada de LDL na célula é
seguida por um ataque lisossbmico, com consequente hidrélise da apo B-100 e do
colesterol esterificado. O aumento da concentracdo intracelular de colesterol livre
apresenta os seguintes efeitos regulatérios: inibicdo da enzima hidroximetilglutaril-CoA
(HMG-CoA) redutase, impedindo a sintese de colesterol; inibicdo da sintese de receptores
de LDL; estimulo da enzima acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT) para esterificacdo
do colesterol citoplasmético — Figura 2 (RADER & WILSON, 1995; ALVAREZ — LEITE et
al., 2003).
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N&o existe uma via de catabolismo de colesterol, sendo este eliminado pelo figado
como &cidos biliares secretados na bile (RADER & WILSON, 1995; ALVAREZ — LEITE et
al., 2003). De acordo com ECKARDSTEIN et al. (2001), a HDL é responséavel pelo
transporte reverso de colesterol, que consiste na remocao do excesso de colesterol livre
dos tecidos periféricos e de lipoproteinas para o figado e subseqiente depdsito para
excrecdo. As HDL nascentes sdo formadas por hepatdcitos, pela mucosa intestinal e por
remanescentes de lipoproteinas, cujas principais apoproteinas sdo apo A-l e apo A-ll
(ECKARDSTEIN et al., 2001). O colesterol livre, em contato com a HDL nascente, é
substrato para a enzima plasmatica lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) resultando
na formacdo de ésteres de colesterol e aumento do tamanho da particula de HDL. O
colesterol esterificado pode ser transferido para as lipoproteinas que contém apo B, pela
proteina de transferéncia de éster de colesteril (CETP), e retornar para o figado pelo
receptor de LDL. A HDL ainda pode liberar colesterol diretamente para o figado — Figura 2
(RADER & WILSON, 1995; ALVAREZ — LEITE et al., 2003).

As lipoproteinas podem ser aterogénicas ou anti-aterogénicas, dependendo da
composicao e das propriedades fisioldgicas. O mais conhecido efeito protetor da HDL na
aterosclerose € no transporte reverso de colesterol, citado anteriormente. Além disso, a
HDL também desempenha importante papel como antioxidante e na funcao endotelial
(LUSIS, 2000; ECKARDSTEIN et al., 2001; ASSMANN & GOTTO, 2004). Por sua vez, a
LDL possui propriedades aterogénicas, visto que ha evidente associacdo entre elevadas
concentracfes desta lipoproteina e o aumento da aterosclerose (STEFFENS & MACH,
2004). Conforme jé& citado, a LDL funciona como fonte de colesterol para os tecidos extra-
hepaticos.

2.2. Radicais livres e estresse oxidativo

2.2.1. Espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo e peroxidacao lipidica

O termo radical livre é freqientemente usado para designar qualquer espécie
quimica que contém um ou mais elétrons ndo pareados ocupando orbitais externos. Um
elétron ndo pareado é aquele que ocupa um orbital atbmico ou molecular isoladamente
(STOKER & KEANEY, 2004).

Existem, entretanto, outras moléculas que ndo sdo necessariamente radicais livres,

mas sdo agentes oxidantes (OPARA, 2006). Estas substancias sdo classificadas de
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maneira ampla como espécies reativas de oxigénio (ROS) ou espécies reativas de
nitrogénio (RNS) (HALLIWELL, 1996).

O oxigénio é considerado o principal fornecedor de espécies reativas (LEITE &
SARNI, 2003). Durante o metabolismo aerobico mais de 95% do oxigénio consumido
decorre da producdo de energia nas mitocondrias celulares; o restante, ndo sendo
completamente reduzido a &agua, produz as espécies reativas de oxigénio numa
sequéncia de reacOes de oxi-reducéo (LEITE & SARNI, 2003; URSO & CLARKSON,
2003).

A completa reducédo do oxigénio a agua requer quatro elétrons. A primeira reducao
do oxigénio molecular leva a formacdo do radical superéxido (O, + e — 0O3)
(GIORDANO, 2005; OPARA, 2006). Este, logo apo6s a sua formacéo, pode desencadear
outras reacdes gerando os radicais hidroxilas, além de reagir com o éxido nitrico (NO),
formando peroxinitrito (O,” + NO — ONOOQO") que se apresenta como potente radical livre
(YANG et al.,, 2004; OPARA, 2006). A adicdo do segundo elétron e de dois ions de
hidrogénio ao anion superoxido resulta no peréxido de hidrogénio (O, + 2e + 2H >
H.O,) (OPARA, 2006). A adicdo do terceiro elétron, como ocorre na reacdo de Fenton,
resulta na producdo do radical hidroxila (H,O, + Fe*?/Ccu’— OH + OH + Fe+3/Cu+2). E
finalmente, a adicdo do quarto elétron produz agua. E ainda, ha a reacdo do anion
superoxido com o peroxido de hidrogénio formando radical hidroxila e oxigénio molecular
pela reacdo de Haber-Weiss (H,O,+ O, — OH + OH + O,) (GIORDANO, 2005).

As ROS podem ser formadas, também, por alguns mecanismos, como: produzidas
pelas xantina oxidades, NAD(P)H oxidases, citocromo P450-oxidases, pela outo-oxidagéo
de catecolaminas e lipoxigenases (MADAMANCHI et al., 2005; GIORDANO, 2005). Além
disso, as ROS podem ser provenientes de fontes externas como dieta, poluentes do ar e
cigarro (SCANDALIOS, 2005).

Em alguns processos biolégicos as ROS exercem importante papel, estando
envolvidas em vias de sinalizacao intracelular para a diferenciacao celular e apoptose, na
imunidade e na defesa contra microorganismos (MATES et al., 1999; GIORDANO, 2005).

No entanto, quando ocorre um desbalanco entre oxidantes e antioxidantes, em
favor dos oxidantes, ha o estresse oxidativo (STOKER & KEANEY, 2004). Nesta situacao,
as espécies reativas podem interagir com componentes celulares incluindo acidos
nucléicos, proteinas e lipideos causando danos moleculares (SCANDALIOS, 2005).

Acredita-se que a atividade das ROS na parede vascular pode contribuir com a

formacdo da LDL oxidada, um importante fator para a patogénese da aterosclerose
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(GIORDANO, 2005). De acordo com MADAMANCHI et al. (2005), ha evidéncias que
células endoteliais, células musculares lisas e macrofagos sao fontes de ROS que
modificam fosfolipideos e oxidam as LDL, além de estarem envolvidas na sinalizacéo
vascular para migracao e proliferacao celular durante a formacéo da lesao aterosclerotica.

Os acidos graxos poliinsaturados da membrana celular podem ser um alvo das
ROS, desencadeando uma cadeia de rea¢des quimicas denominada peroxidacao lipidica
(URSO & CLARKSON, 2003).

O processo de peroxidacao lipidica se inicia quando espécies reativas abstraem
um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos poliinsaturados
(LH) das membranas ou de particulas de lipoproteinas, formando o radical lipidico (L).
Este, por sua vez, sofre rearranjo molecular, formando um dieno conjugado que reage
com oxigénio produzindo radical peroxil (LOO’), o qual na presenca de um outro lipideo
(LH) ou outro doador de elétron, forma hidroperoxido lipidico (LOOH) e um outro radical
lipidico (L) - Figura 3 (SJODIN et al., 1990; BLOKHINA et al., 2003; STOKER & KEANEY,
2004).

O radical lipidico (L") € reativo e pode iniciar a formagéo de novos radicais livres e
assim, continuar a cascata de reacdes. E o hidroperéxido lipidico pode sofrer degradacéo
catalisada por metais de transicdo e produzir ainda mais radicais reativos, como o radical
peroxil (LOO) ou o radical alcoxil (LO’) que irdo continuar a reacdo em cadeia e produzir,
como por exemplo, o malondialdeido — MDA, o pentano e o etano (SJODIN et al., 1990;
BLOKHINA et al., 2003; STOKER & KEANEY, 2004).

Os aldeidos insaturados, dentre estes o malondialdeido, sdo dotados de
capacidade de se ligarem covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em DNA
(acido desoxirribonucléico), peptideos e proteinas, provocando alteracdes nas funcdes
dessas moléculas, fato que tem sugerido a implicacdo destes compostos em Varios
processos degenerativos (HALLIWELL & CHIRICO, 1993). Assim, o malondialdeido tem
sido, frequentemente, utilizado como marcador de peroxidacdo lipidica nos tecidos
(SJODIN et al., 1990).

Ha mecanismos celulares que contrabalancam a producdo de ROS, incluindo vias
enzimaticas e nao-enzimaticas. As enzimas sao, por exemplo, a catalase, a superoxido
dismutase e a glutationa peroxidase, e 0s mecanismos antioxidantes nao-enzimaticos,
incluem vitaminas E e C, glutationa, ubiquinona e flavondides (URSO & CLARKSON,
2003; GIORDANO, 2005).
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Figura 3 - Peroxidacdo lipidica: uma reacdo em cadeia (modificada de MAFRA et al., 1999).

2.2.2. Sistemas antioxidantes

A superoxido dismutase € uma enzima antioxidante que catalisa a dismutacdo do
anion superéxido a peréxido de hidrogénio num processo sucessivo de oxidacdo e
reducdo dos metais de transicdo que compdem seu centro ativo (O, + O, + 2H" >
H,0, + O,) (STOCKER & KEANEY, 2004).

Outra enzima € a catalase que tem como principal funcdo a decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio que ocorre em uma taxa extremamente rapida (COHEN et al.,
1996). A catalase reage com peroxido de hidrogénio para formar agua e oxigénio
molecular (2H,0,—2H,0 + O,) (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999).
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Ja a glutationa peroxidade reduz o peroxido de hidrogénio (H2O, + 2GSH — GSSG
+ H,0) e perdéxidos lipidicos (ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0) a 4gua e alcoois
lipidicos, respectivamente (MATES & SANCHEZ - JIMENEZ, 1999).

Estudos recentes demonstraram que dietas com elevado contetdo de vegetais e
graos podem reduzir o risco de inUmeras doencas, este fato é atribuido, principalmente, a
presenca de substancias antioxidantes (BIANCHI & ANTUNES, 1999; LIU, 2003; PRIOR,
2003).

Os compostos presentes nos alimentos podem reagir diretamente com os radicais
livres, levando a formacdo de produtos muito menos reativos, além de participarem na
ativacdo de genes que codificam proteinas envolvidas no sistema enzimatico antioxidante
e/ou no silenciamento de genes que podem contribuir para a ocorréncia do estresse
oxidativo (SVILAAS et al., 2004).

Na ultima década, pesquisadores voltaram a atencéo para os compostos fendlicos,
principalmente, pelo reconhecimento de suas propriedades antioxidantes, pela
abundancia destes compostos na dieta e pelo possivel papel na prevencao de diversas
doencas associadas ao estresse oxidatvo como o céancer, as doencas
neurodegenerativas e as cardiovasculares (DUTHIE et al., 2000; MANACH et al., 2004;
KWON et al., 2005).

Os compostos fendlicos sdo estruturas que possuem anel aromético e grupos
hidroxilas ligados ao mesmo, sendo classificados em diferentes grupos, dentre os quais
os flavondides assumem papel de destaqgue (MANACH et al., 2004). A familia dos
flavonoides compreende membros das classes das flavonas, isoflavonas, flavonol e
flavanonas (ERLUND, 2004). A atividade antioxidante dos flavonoides depende,
basicamente, da capacidade de atuarem como quelante de metais e de sequestrarem

espécies reativas, devido a sua estrutura quimica (CESQUINI, 2001).

2.3. Aterosclerose

A aterosclerose consiste em uma complexa e cronica inflamacéo que ocorre nas
artérias de médio e grande calibre (BERLINER et al., 1995 e VANDERLAAN et al., 2004),
associada a fatores de risco como, hiperlipidemia (BINDER et al., 2002; VANDERLAAN et
al., 2004), hipertenséo (KATZMARZYK et al., 2001; SMITH, 2001; BINDER et al., 2002),
diabetes (BINDER et al., 2002), idade (BINDER et al.,, 2002), tabagismo (ROSS &
GLOMSET, 1973; KATZMARZYK et al., 2001; BINDER et al., 2002), sedentarismo
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(KATZMARZYK et al., 2001), obesidade (KATZMARZYK et al., 2001; SMITH, 2001),
dentre outros.

De acordo com STEINBERG (2002) a inflamacg&o é uma resposta a um agente que
desestabiliza a homeostase do local envolvido. A hipétese oxidativa da aterosclerose,
segundo WITZTUM (1993), sugere que 0 processo aterosclerdtico possa ser iniciado por
danos no endotélio vascular, produzido por modificacdes oxidativas da LDL. Esta injlria
leva a alteragBes do endotélio que desencadeam interacdes celulares com mondcitos,
plaguetas, células musculares lisas e linfécitos, tendo-se inicio a lesdo aterosclerotica
(ROSS, 1999). De acordo com ROSS (1995) a lesdo ocorre em trés estagios: estria
gordurosa, intermediaria ou fibrogordurosa e placa fibrosa.

Altas concentracfes plasméaticas de LDL podem levar a infiltracdo e retencao da
LDL na matriz subendotelial. As particulas de LDL difundem-se passivamente através das
células endoteliais e sua retencdo na parede do vaso envolve interacbes entre a
apolipoproteina B, presente nesta lipoproteina, e o0s proteoglicanos da matriz
subendotelial (LUSIS, 2000). A LDL nativa ndo é captada pelos macréfagos para iniciar o
processo aterosclerético. Entretanto, a LDL aprisionada na intima pode ser oxidada por
espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas por células endoteliais, macréfagos
residentes e células musculares lisas — Figura 4 (STEFFENS & MACH, 2004).

A oxidacdo da LDL parece ocorrer em dois estagios: o primeiro, ocorre antes que
0s mondcitos sejam recrutados e resulta da oxidacdo dos lipideos da LDL, com pequena
alteracdo na apo B (BERLINER et al.,, 1995). Neste estagio, a LDL apresenta-se
minimamente oxidada (LDLmm) (GLASS & WITZUM, 2001) e exerce papel importante no
aumento da aderéncia de leucocitos (como mondcitos/macréfagos e linfocitos-T) para a
parede vascular (STEFFENS & MACH, 2004), estimulando as células endoteliais a
produzirem moléculas pro-inflamatorias, incluindo moléculas de adesédo e fatores de
crescimento, como o fator estimulador de colénia de macrofago (M-CSF) — Figura 4
(LUSIS, 2000).

O segundo estagio de oxidacdo da LDL, formando LDL oxidada, ocorre quando
monaocitos sdo recrutados para a lesdo e convertidos em macréfagos, contribuindo com
sua enorme capacidade oxidativa. Nesta fase, os lipideos da LDL s&o adicionalmente
oxidados e a parte protéica também é modificada, impedindo o reconhecimento da
lipoproteina pelo receptor de LDL, tornando-a reconhecivel apenas pelos receptores
scavengers (removedores) presentes nos macrofagos e células musculares lisas — Figura
4 (BERLINER et al., 1995).

29



Adesao

VCAM-1 Lamen
P-selectina
E-selectina
ICAM-1

Monbcito
Linfocitos

pecam  Migragéao
| MCP-1 Células
by Lo e I(I:_(-:EIR_Z endoteliais
B LDL
Matriz MG 8\.\\ A
extracelular ; HDL ACAT
2 . » APOE
intima \ Oxidagao Fator ABCA-1
LbLmm () da LDL MMPs tissular
Diferenciagao I - fin
NeEr iNOS Citocinas
@ ROS \‘“ ;
TS Célula
) LDLox espumosa

- Lamina elastica
e iNterna
——

Captagao de //'

LDLox

Media

Células musculares lisas

Figura 4 - Eventos de iniciacdo no desenvolvimento de estrias gordurosas. LDL é submetida
a modificacdes oxidativas no espaco subendotelial, progredindo de LDL minimamente oxidada
(LDLmm) para extensivamente oxidada (LDLox). Mondcitos aderem as células endoteliais que
foram induzidas a expressarem moléculas de adesdao por LDLmm e citocinas inflamatérias.
Mondécitos aderidos migram para o espaco subendotelial e se diferenciam em macrofagos. A
captacdo de LDL oxidada via receptores scavengers proporcionam a formacdo de células
espumosas. O colesterol captado da LDLox pelos receptores scavengers € submetido a
esterificacdo e estocado em gotas lipidicas, podendo ser convertido em formas mais sollveis, ou
exportado para HDL extracelular via transportadores de colesterol, tais como ABCA-1 (modificada
de SCOTT, 2004).

Os receptores scavengers, tais como SRA-I, SRA-Il e CD36, estdo presentes na
superficie dos macréfagos e células musculares lisas da parede arterial e ndo sofrem
regulacdo negativa, isto €, sua expressdo ndo é regulada pelo contetdo intracelular de
colesterol (STEINBERG, 2002). Deste modo, a interagdo de LDL oxidada com o0s
receptores scavengers resulta na rapida captacdo dessa lipoproteina pelos macréfagos. A
LDLox € degradada intracelularmente, o colesterol livre é esterificado e em seguida
armazenado nas gotas lipidicas, conferindo as células o aspecto de espuma (YANG et al.,
1996; STEINBERG, 1997). O resultado € o grande acumulo de colesterol e a formacao de
células espumosas, originando a primeira lesdo da aterosclerose: a estria gordurosa -
Figura 4 (MITCHINSON & BALL, 1987).

A disfuncdo endotelial, provocada pela hipercolesterolemia, leva ao recrutamento
focal de mondcitos e linfécitos, uma das primeiras respostas vasculares detectaveis na
formacéo da lesdo aterosclerética. Este recrutamento é controlado pelas moléculas de
adesdao, que sao expressas no endotélio e nas células de defesa, circulantes na corrente

sanguinea (NAKASHIMA et al., 1998). Dentre as moléculas de adeséo, as selectinas,

30



como E-selectina e P-selectina, medeiam o rolamento inicial de células inflamatorias ao
longo do endotélio (DONG et al.,, 1998). A adesédo firme de mondcitos e células T ao
endotélio pode ser realizada pelas interacbes entre as integrinas LFA-1 e Mac-1 e
moléculas-1 de adesao intercelular (ICAMs-1), e entre a integrina VLA-4 e a molécula-1
de adesado da célula vascular (VCAM-1) - Figura 4 (CYBULSKY & GIMBRONE, 1991,
ULBRICH et al., 2003).

Embora o recrutamento de macréfago, induzido pelo fator de crescimento M-CSF,
possa inicialmente servir como funcao protetora, por remover particulas de LDL oxidada
ou células apoptoticas, 0 acumulo progressivo e a ativacdo de macrofagos na parede do
vaso Sao responsaveis por um importante passo para a formacao da placa aterosclerotica
(BERLINER et al., 1995; HANSSON, 2005). A ativacdo do macrofago promove a liberacao
de citocinas, quimiocinas, proteases e radicais de oxigénio, e ira provocar mais
inflamacéo e dano ao tecido, contribuindo para o desenvolvimento da lesdo - Figura 4
(MILLER et al., 2003).

A transicdo de estria gordurosa, relativamente simples, para lesdo fibrogordura, é
caracterizada pela migracdo de células musculares lisas da camada média da parede
arterial para a intima ou espaco subendotelial. Estas podem proliferar e captar
lipoproteinas modificadas, contribuindo para a formacao de células espumosas, além da
capacidade de sintetizar proteinas da matriz extracelular, que leva a formacédo da capa
fibrosa, particularmente coladgeno (GLASS & WITZTUM, 2001) e ser fonte de mediadores
inflamatorios, como MCP-1 (proteina quimiotatica para mondcitos) (NELKEN et al., 1991).
A proliferacdo e a migracdo de células musculares lisas é provocada por fatores de
crescimento e citocinas produzidos por macréfagos, células T, e células endoteliais
(RAINES & ROSS, 1993). Esta fase de desenvolvimento da lesdo é influenciada por
interacbes entre mondocitos/macrofagos e células T que resultam na aquisicdo de
caracteristicas de estado inflamatorio cronico. Estas lesdes desenvolvem um nucleo de
material rico em lipideos, sugerindo que elas representam um precursor para lesdes mais
avancadas, as placas fibrosas (ROSS, 1995).

As Placas maduras ou fibrosas apresentam uma estrutura mais complexa. No
centro da placa, estdo presentes as células espumosas, os lipideos extracelulares e as
células necroticas, envolvidos por uma capa de células musculares lisas e fibras de
colageno. Outros tipos celulares que formam a placa sdo as células dendriticas, os
mastoécitos e poucas células B. Na interface da capa e do centro da placa, apresentam-se
macréfagos e células T em abundancia (HANSSON & LIBBY, 2006). Calcificacdes sdo
encontradas proximas ao centro necrético. A capa fibrosa pode variar de espessura,
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sendo mais delgada nas regides laterais e margens da lesdo. A formacdo de lesdes
avancadas € usualmente associada a uma continua diminuicdo na espessura da camada
média da artéria, resultante da migracdo de células musculares lisas para a camada
intima durante a progressao da doenca (ROSS, 1995).

A ruptura da placa aterosclerética expbe material pré-trombotico ao sangue,
podendo este processo ser determinado pela estabilidade das mesmas. As lesdes
estaveis sdo mais resistentes e se caracterizam por células musculares lisas envoltas de
densa matriz de colageno, com baixo conteddo de células inflamatérias e lipideos no
centro necrotico. Por outro lado, as regides onde as lesfes apresentam volumoso centro
necrotico e um grande infiltrado de células inflamatérias, capa fibrosa fragil e fina, com
pouca quantidade de coldgeno, sdo mais susceptiveis a ruptura, caracterizando lesdes
instaveis (DAVIES et al., 1993; LEE & LIBBY, 1997).

2.4. Receptor de LDL e o metabolismo de colesterol

O receptor de LDL é uma glicoproteina expressa na maioria das células com
nucleo, em especial no figado. Esses receptores reconhecem a apoproteina B (apo B-
100), presente na LDL, e a apoproteina E, presente na IDL e HDL, removendo essas
lipoproteinas da circulacdo por meio de um processo de alta afinidade de ligacdo e
internalizacdo (BRESLOW, 1996; JEON & BLACKLOW, 2005), regulando assim, o nivel
de colesterol plasmatico (ISHIBASHI et al., 1993).

Inicialmente, no metabolismo celular da particula de LDL, a apo B-100 da superficie
liga-se ao receptor de LDL, que esta localizado em regibes denominadas de fossetas
revestidas, que contém clatrina. Em seguida, o complexo receptor-LDL é internalizado por
endocitose formando as vesiculas endociticas (endossomos). O endossomo possui pH
acido, o que permite que a LDL se dissocie do receptor de LDL. Este é reciclado, podendo
retornar a superficie da célula e iniciar outro ciclo de endocitose. A LDL, por sua vez, é
entregue ao lisossomo quando as membranas do endossomo e do lisossomo se fundem.
Os componentes protéicos da LDL sdo hidrolisados a amino4cidos e os ésteres de
colesterol a colesterol livre o qual é transferido para um compartimento celular onde pode
associar-se as membranas celulares. O acumulo de colesterol néo esterificado dentro da
célula regula a atividade de duas enzimas: inibe a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
redutase, levando a uma reducdo da sintese de colesterol, e ativa a acil-CoA colesteril

aciltransferase, facilitando sua proépria reesterificacéo e estocagem (JEON & BLACKLOW,
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2005). As etapas da captacdo do colesterol pela via do receptor de LDL estdo
representadas na Figura 7.

Defeitos genéticos no receptor de LDL produzem aumento sérico do colesterol em
humanos com desenvolvimento da hipercolesterolemia familiar, uma doenca que
predispbe as doencas cardiovasculares em pessoas ainda jovens (ISHIBASHI et al.,
1993; JEON & BLACKLOW, 2005).
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Figura 5 - Passos seqlenciais na via do receptor de LDL. (1) ligacdo da LDL ao receptor — (2)
internalizacdo da LDL — (3) formacéo dos endossomos — (4) hidrélise dos componentes — (5)
reciclagem dos receptores (modificada de JEON & BLACKLOW, 2005).

2.5. Camundongo LDLr"

Os Camundongos selvagens sdo altamente resistentes ao desenvolvimento de
aterosclerose (BRESLOW, 1996; JAWIEN et al., 2004), tendo como principal fator as altas
concentracbes de HDLc. Uma vez que, esta é responséavel pelo transporte de mais de
85% do colesterol plasmatico de camundongos, enquanto que em humanos a principal
lipoproteina carreadora de colesterol é a LDL (65-85%) (BRESLOW, 1996; HOFKER et
al., 1998; NEUZIL et al., 1998; FAZIO & LINTON, 2001 ).
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Embora ndo muito bem entendida, a diferenca entre camundongos e humanos é
devido a alguns fatores conhecidos, tais como: auséncia da CETP (proteina de
transferéncia de ésteres de colesterol) no plasma de camundongos (em humanos, ela
transfere ésteres de colesterol da HDL para VLDL e triacilgliceréis na direcdo oposta);
lipase hepdtica, a qual é ligada a membrana em humanos e solUveis em camundongos;
reduzida sintese de apo B-100 em camundongos; alta eficiéncia da apo E murina, quando
comparada com a apo E humana, no que diz respeito a remoc¢do de lipoproteinas
remanescentes (FAZIO & LINTON, 2001). Apesar destas diferencas, camundongos e
seres humanos possuem, com poucas exce¢des, 0 mesmo conjunto de genes que
controlam o metabolismo de lipoproteinas (HOFKER et al., 1998).

Entretanto, quando esses camundongos sédo geneticamente deficientes (knockout),
para o gene da apoproteina E ou para o gene do receptor de LDL, desenvolvem placas
ateroscleroticas (MEIR & LEITERSDORF, 2004). As lesGes aterosclerdticas, nestes
animais, tém sido extensivamente caracterizadas e apresentam semelhancas com as
encontradas em humanos (PALINSKI et al., 1994).

O camundongo LDLr” foi criado através da remocdo do gene para o receptor de
LDL para induzir altas concentracdes séricas das lipoproteinas aterogénicas, LDL e IDL.
Uma vez que possui o clearence de LDL, VLDL e IDL plasmaticos diminuidos
(BRESLOW, 1996), estes animais tém sido extensivamente usados para estudar o0s
mecanismos aterogénicos, ensaios de intervencdo de medicamentos e para investigar o
papel do sistema imune na aterosclerose (FAZIO & LINTON, 2001).

Em resposta a uma dieta comercial, esses animais desenvolvem
hipercolesterolemia moderada com concentracdes de colesterol de aproximadamente 250
mg/dL, devido primariamente ao acumulo de LDL e ndo desenvolvem lesdes
ateroscleroticas avancadas (ISHIBASHI et al., 1994). Contudo, quando alimentados com
dieta aterogénica, esses animais desenvolvem grave hipercolesterolemia, com niveis de
colesterol entre 1000-1200 mg/dL e graves lesbGes aterosclerdticas ao longo da arvore
aortica (FAZIO & LINTON, 2001). J& em humanos, a falta desse receptor leva a
hipercolesterolemia familiar homozigotica, na qual as concentracfes de LDL no plasma
aproximam-se de 1000 mg/dL (FAZIO & LINTON, 2001).

As manifestacdes patoldgicas relativamente leves nos camundongos LDLr",
alimentados com racdo comercial, sdo provavelmente atribuidas ao fato destes animais
ndo alcancarem as concentracdes de colesterol observadas em humanos com
hipercolesterolemia familiar homozigética. Tal diferenca pode ser explicada pelo fato do
figado destes camundongos, diferente ao do humano, produzir duas versbes da
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apolipoproteina B, apo B-100 e apo B-48, ambas sendo incorporadas na VLDL. Em
humanos e camundongos, as VLDL que apresentam apo B-100 fornecem particulas
remanescentes contendo apo B-100 (IDL) que sé&o retiradas do plasma pelos receptores
de LDL. O figado de camundongos também produz VLDL contendo apo B-48, diferente de
humanos, onde tal particula é secretada somente no intestino compondo os QM.
Lipoproteinas contendo apo B-48 geram remanescentes que podem se ligar a um
segundo receptor, designado como receptor para quilomicron remanescente. Os
quilomicrons remanescentes e remanescentes de VLDL, que apresentam a apo B-48, sdo
retirados rapidamente da circulacio mesmo quando os receptores de LDL estdo
ausentes. Essa retirada de circulacéo é atribuida a capacidade das particulas de apo B-48
aceitar apo E, que se liga aos receptores de remanescentes de QM. No camundongo
LDLr" aproximadamente 70% da apo B hepatica esta na forma de apo B-48 e, acredita-se
que isso possa contribuir para a pouca elevacdo das concentracdes de LDL nestes

animais alimentados com dieta comercial (ISHIBASHI et al., 1994).

2.6. Exercicio fisico

Segundo SHEPHARD & BALADY (1999) e THOMPSON et al. (2003), a atividade
fisica pode ser definida como um movimento fisico produzido pelos masculos esqueléticos
que resulta em gasto energético pelo organismo; e o exercicio fisico como uma atividade
fisica estruturada e de repeticdo que visa a melhora ou manutencédo dos condicionamento
cardiorespiratorio e fisico, incluindo a forca muscular, a composicdo corporal e a
flexibilidade. A magnitude das respostas para o exercicio fisico depende da duracao, da
frequiéncia, do tipo e da intensidade do mesmo (SHEPHARD & BALADY, 1999; JONES &
CARTER, 2000).

De acordo com THOMPSON et al. (2003), os exercicios de intensidade moderada
sdo aqueles cujo desempenho corresponde a 40-60% do VOzmax (volume méximo de
oxigénio), que reflete a capacidade maxima individual de gasto energético aerdbico
(JONES & CARTER, 2000), ou de 4 a 6 METs (equivalente metabdlico), sendo que um
MET é equivalente a taxa de consumo metabdlico de aproximandamente 3,5 mL.O,.kg’
! min™. J& os de intensidade vigorosa sdo os que 0 VOuma € maior que 60% ou que a
atividade represente mais de 6 METS.

A fonte imediata de energia para a contracdo muscular € o trifosfato de adenosina

(ATP), entretanto as células musculares armazenam quantidades limitadas desta
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molécula (MCMAHON & JENKINS, 2002; SJODIN et al., 1990). Como o exercicio fisico
requer um suprimento constante de ATP, existem vias metabdlicas celulares com
capacidade de producao rapida: formacao de ATP pela degradacdo da creatina fosfato;
da glicose ou do glicogénio (denominada glicolise) e formacao oxidativa da ATP. Nos dois
primeiros processos nao ha utilizacdo de O,, sendo denominada via anaerdbica. Ja na
formacao oxidativa o metabolismo é aerébico (ASHE & KHAN et al., 2004).

Em geral, quanto mais curta a atividade e de alta intensidade, maior a contribuigéo
da producédo anaerobica de energia. Em contraste, as atividades prolongadas (maior que
10 minutos) de intensidade baixa a moderada utilizam a ATP proveniente de fontes
aerobicas (POWERS & HOWLEY, 2000; ASHE & KHAN et al., 2004).

A duracdo de exercicio recomendada pelo Colégio Americano de Medicina dos
Esportes para prevencao de doencas cardiovasculares € de 20 a 60 minutos de atividade
aerdbica continua ou intermitente (sessfes minimas de 10 minutos acumuladas no
transcorrer do dia), com frequéncia de execucéo de 3 a 5 dias por semana (BALADY et
al., 2003) e de intensidade moderada (THOMPSON et al., 2003).

O exercicio fisico, predominantemente aerobico (LEON, 2000; NAPOLI et al., 2006)
e de intensidade moderada (SMITH, 2001; NAPOLI et al., 2006), realizado regularmente
(BENITEZ et al., 2002; PYNN et al., 2004; YANG & CHEN, 2003), pode promover
adaptacdes fisiolégicas e bioquimicas, prevenindo o desenvolvimento de doenca
cardiovascular, incluindo aterosclerose (SHEPHARD & BALADY, 1999; THOMPSON et
al., 2003). Dentre estas alteracdes estdo o aumento da sensibilidade a insulina e a
tolerancia a glicose (SMITH, 2001; THIRUNAVUKKARASU et al., 2003); a reducédo da
pressao arterial (SMITH, 2001; BENITEZ et al., 2002), do peso corporal (SMITH, 2001) e
de triacilgliceréis (LEAF, 2003); melhora do perfil de lipoproteinas (SMITH, 2001;
BENITEZ et al., 2002), como o aumento das concentracdes plasmaticas de HDL (SMITH,
2001; LEAF, 2003) e reducdo de VLDL (BENITEZ et al., 2002). Todavia, 0 mecanismo
pelo qual o exercicio promove a redugéo do risco para a aterogénese néo esta totalmente
esclarecido (MEILHAC et al., 2001).

Uma explicacdo para a reducédo de eventos coronarianos associados ao exercicio
fisico cronico, diz respeito ao aumento do débito cardiaco que ocorre durante o exercicio
gue aumentaria a forca de cisalhamento (shear stress) sobre a parede vascular e assim,
gerando o aumento da expressao de Oxido nitrico pelo endotélio vascular (GREEN et al.,
2004; PRIOR et al., 2004; MARSH & COOMBES, 2005).

O endotélio atua na manutencdo do tbnus vascular através da liberacdo de

endotelina, prostaglandinas e 6xido nitrico. Este ultimo mantém a superficie dos vasos
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ndo trombogénica e ndo aderente as plaquetas e leucécitos, inibindo a aderéncia de
células a parede arterial e a migracéo e proliferacdo de células musculares lisas, além de
inibir a oxidagdo da LDL (SMITH, 2001; YANG & CHEN, 2003).

Deste modo, o aumento de 6xido nitrico com o exercicio fisico é benéfico para a
reducdo de doencas cardiovasculares. Uma vez que, a reducdo na sintese ou na
disponibilidade local de oxido nitrico tem sido frequentemente relacionada como a
principal responsavel pela disfungdo endotelial, a qual caracteriza-se por ser um dos
primeiros passos para o inicio da aterosclerose (GREEN et al. ,2004; PRIOR et al., 2004;
MARSH & COOMBES, 2005).

Em humanos saudaveis quatro semanas de treinamento fisico melhoram o 6xido
nitrico basal relacionado com a fung¢do endotelial. J& em animais, pode melhorar com
apenas sete dias de exercicio fisico (GREEN et al., 2004).

O exercicio fisico de intensidade moderada, longa duracdo, regular e crénico
também estd associado ao aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio no
metabolismo aerobico, principalmente devido, ao aumento do consumo de oxigénio pelos
tecidos ativos (MEILHAC et al., 2001, SMITH, 2001; COOPER et al., 2002). Além disto,
durante o exercicio a producdo de radicais livres também pode estar relacionada ao
aumento da liberagdo de catecolaminas e sua auto-oxidagdo e ao aumento do
metabolismo das enzimas xantina oxidase e NADPH oxidades (COOPER et al., 2002;
URSO & CLARKSON, 2003). Ocorrendo, deste modo, o estresse oxidativo (SHERN-
BREWER et al., 1998; MEILHAC et al., 2001). No entanto, progressivas adaptacfes ao
exercicio podem diminui-lo, como o aumento da atividade de enzimas antioxidantes em
diferentes tecidos, como coracdo, figado, sangue e musculo (MEILHAC et al., 2001;
LAUFS et al., 2005).

2.7. Soja

A soja (Glycine max) é uma leguminosa que € tradicionalmente usada para
preparar tanto alimentos fermentados, quanto nao fermentados (OMONI & ALUKO, 2005).
O grao da soja é rico em proteinas, aproximadamente 40%, quando comparado a outras
leguminosas, que geralmente contém de 20% a 30%. A soja também contém uma
quantidade de componentes fisiologicamente ativos, incluindo aminoacidos e
componentes ndo protéicos, como inibidores de proteases, fitato, saponinas e isoflavonas
(HASLER, 2002; DEWEL et al., 2006).
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A soja e os seus constituintes fisiologicamente ativos tém sido investigados na
prevencao de varios tipos de cancer, assim como ha osteoporose, diabetes, doenca renal,
sindrome da menopausa e doencas cardiovasculares. Entretanto, os componentes da
soja responsaveis por estes efeitos e os mecanismos envolvidos séo incertos, sendo que
maior atencdo tem sido atribuida as isoflavonas (WAGNER et al., 2003; ADAMS et al.,
2004; OMONI & ALUKO, 2005).

As isoflavonas apresentam-se em quatro formas quimicas, somando assim 12
isbmeros: as agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina; os b-glicosideos daidzina,
genistina e glicitina; e os conjugados malonil-glicosidios e acetil-glicosidios (GOES-
FAVONI et al., 2004, OMONI & ALUKO, 2005; BARBOSA et al., 2006).

A presenca e a concentracao das isoflavonas nos produtos a base de soja (extratos
hidrossollveis, farinhas desengorduras, isolados e texturizados protéicos, dentre outros)
dependem das condicbes de processamento, principalmente a temperatura de tratamento
do material. As principais isoflavonas presentes na soja ndo-processada, malonilgenistina,
genistina, malonildaidzina e daidzina, sdo transformadas para outras formas durante o
processamento, tais como acetilglicosideos e agliconas (GOES-FAVONI et al., 2004,
OMONI & ALUKO, 2005; BARBOSA et al., 2006).

As isoflavonas compfem uma classe de fitoestrogénios e representam uma
subclasse dos flavondides (ERLUND, 2004). A daidzeina (Figura 8A) e a genisteina
(Figura 8B), que sao as principais isoflavonas da soja, possuem estrutura quimica similar
a do horménio 17b-estradiol. Esta semelhanca se deve a presenca do anel fendlico e a
distancia entre os grupos hidroxilas, que sdo considerados pré-requisitos para a ligacao
ao receptor de estrogénio (ERa e ERb) (CASSIDY et al. 2000; DEWEL et al., 2006), o que
justifica a hipotese que as isoflavonas podem ser responsaveis pelo efeito
hipocolesterolémico da soja, relatado na literatura (HASLER, 2002; DEWEL et al., 2006).

Adicionalmente, as isoflavonas da soja tém atividade antioxidante, devido a sua
estrutura quimica, agindo como removedores de radicais livres e/ou quelando ions
metélicos, podendo desse modo, inibir o inicio e a progressao da aterosclerose (ARORA
et al.,, 1998). A capacidade antioxidante das isoflavonas foi relacionada ao numero de
grupos hidroxilas presente em sua estrutura. Entre as trés agliconas, a genisteina

apresenta a maior capacidade antioxidante (BARBOSA et al., 2006).
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Figura 6 - Estruturas quimicas. A da daidzeina e B da genisteina (HASLER, 2002).

Entretanto, h& outras evidéncias que nao apenas as isoflavonas, mas também a
proteina de soja ou a acdo em conjunto de ambas podem ter efeitos benéficos sobre as
concentracfes de lipoproteinas e lipideos plasmaticos, reduzindo LDLc, triacilglicerdis e,
possivelmente, aumentando HDLc (ANDERSON et al.,1995; CROUSE et al., 1999;
ANTHONY, 2000). Além de exercerem influéncia em células e em processos implicados
na aterosclerose, por exemplo, a migracao e a proliferacao de células arteriais musculares
lisas e a agregacdo e a ativacdo de plaquetas e possivelmente, alguns destes efeitos
mediados pelo receptor ERB na parede vascular (ADAMS et al., 2002; ANTHONY, 2000).

De acordo com TORRES et al. (2006), possivelmente, o efeito da proteina de soja
seria na reducdo da razdo insulina/glucagon, produzindo profundas alteragcdes na
expressdo de genes do metabolismo intermediario, uma vez que estes horménios séo
controladores da biossintese de colesterol e triacilglicerdis no figado, modulando a
atividade e a expressao de enzimas envolvidas na sintese e captacdo de colesterol, bem
como na sintese de acidos graxos. A diminuicdo da razéo insulina/glucagon se deve ao
fato das plantas possuirem altas quantidades absolutas de aminoacidos, como arginina,
glicina e alanina, enquanto a proteina animal apresenta altas quantidades de lisina, sendo
gue uma elevada razdo arginina/lisina esta associada ao aumento de concentracdo de

glucagon.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cuidados Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentagdo Animal da
Universidade Federal Minas Gerais (CETEA/UFMG), n° do protocolo: 100/05.

3.2. Animais e desenho experimental

Foram utilizados camundongos deficientes (knock out) do gene para o receptor de
LDL (LDLr") com idade de nove a dez semanas, os quais foram obtidos e mantidos no
Biotério Enio Cardillo Vieira do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais. Os animais ficaram em gaiolas coletivas, em ambiente com ciclos de
luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00).

Os animais foram separados de modo a obter grupos homogéneos quanto ao peso
corporal e as concentracdes iniciais de colesterol total plasmético. Os camundongos
foram divididos em: grupo que nao realizou exercicio fisico e recebeu dieta controle (CT;
n=8); grupo que realizou exercicio fisico e recebeu dieta controle (EX; n=8); grupo que
nao realizou exercicio fisico e recebeu dieta contendo extrato de soja (ES; n=8); grupo
que realizou exercicio fisico e recebeu dieta contendo extrato de soja (EX+ES; n=8),

houve perda do “n amostral para alguns parametros analisados durante o0s

experimentos. A duracdo do experimento foi de seis semanas.

3.3. Protocolo de natacao

O protocolo de natacéo foi baseado naqueles descritos por OH-SHI et al. (1996) e
NAKAO et al. (2000).

Os animais que realizavam exercicio fisico foram submetidos a seis semanas de
natacao, cinco dias/semana. O tempo inicial do exercicio foi de 10 minutos prolongados

por mais 10 min diarios até que nadassem continuamente por 1 hora. Os animais

40



nadavam coletivamente, em meédia seis animais, sendo que a temperatura da agua
permanecia em 34+1°C.

J& os animais dos grupos controles (sem exercicio fisico) foram apenas colocados
na agua e rapidamente retirados.

Todos os camundongos eram secos com toalhas e permaneciam em gaiolas sob

luz quente até estarem totalmente secos.

3.4 — Dieta

Todos os animais consumiram, antes de serem divididos nos grupos experimentais,
dieta controle aterogénica por quatro dias para que houvesse aumento das concentracfes
plasmaticas de colesterol total. A composicdo da dieta foi baseada na padrdo AIN93G
para roedores (REEVES et al., 1993), acrescida de colesterol.

Durante o experimento, 0s animais dos quatro grupos experimentais receberam
dieta controle ou dieta contendo extrato de soja, sendo ambas acrescidas de colesterol e
isocaldricas. O extrato de soja soluvel utilizado foi obtido de mercado popular em pacotes
fechados (contendo 500 gramas) da marca Adicel Industria e Comércio. A composi¢ao
das dietas e do extrato de soja estdo representados nas Tabelas 1le 2,
respectivamente.

Os animais tiveram livre acesso a agua e a comida.

Tabela 1 - Composicdo das dietas.

DIETA DIETA

INGREDIENTES CONTROLE*: CONTENDO
AIN 93G EXTRATO DE

(quantidade SOJA*
em gramas) (quantidade
em gramas)
CASEINA 200 94,2
METIONINA 3 3
AMIDO DE MILHO 529,5 464,1
SACAROSE 100 100
CELULOSE 50 25
OLEO DE SOJA 70 16,2
MIX MINERAIS 35 35
MIX VITAMNINAS 10 10
BIT. DE COLINA 25 2,5
EXTRATO DE SOJA 0 250

* Ambas dietas acrescidas com 1,25 % de colesterol e 0,014% de BHT.
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Tabela 2 - Composicdo do extrato de soja.

CONSTITUINTES QUANTIDADE
(9/250g de extrato
de soja)
PROTEINAS 105,80
CARBOIDRATOS 65,40
GORDURAS 53,80
FIBRAS 25,00
ISOFLAVONAS 0,25

3.5 - Controle de peso corporal e do consumo alimentar

Semanalmente, os camundongos foram pesados para observar o crescimento
ponderal e o efeito do exercicio fisico e do extrato de soja sobre o peso, também foi
realizada a quantificagdo do consumo alimentar. Para isto, as dietas ofertadas aos
animais foram pesadas no inicio e no final de cada semana, sendo que a diferenca entre
dieta ofertada e o restante ndo consumido e de restos no fundo da gaiola forneceram o

consumo de dieta semanal.

3.6. Amostras de sangue

No inicio do experimento, apds jejum de 8 a 10 horas, amostras de sangue foram
retiradas da veia caudal em microtubos heparinizados. Ja ao final das seis semanas, apos
0 mesmo periodo de jejum e aplicacdo da anestesia intraperitoneal de uma solucéo de
ketamina (130 mg/kg) e xilazina (0,3 mg/kg), os animais foram sacrificados por
exanguinacao pela artéria femural sem anticoagulante.

O plasma e o soro foram separados, apés centrifugacdo a 6000 rpm por cinco
minutos, em centrifuga de mesa Fanem Centrimicro 243. Estes ficaram armazenados a

—70°C para analises posteriores.

3.6.1. Determinacao das concentracdes de colesterol total

As concentracdes de colesterol total foram medidas de acordo com o método da
colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974), utilizando kit comercial Doles, Brasil. O método

consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase produzindo
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colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio, produz peroxido
de hidrogénio que pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina
produz um composto réseo-avermelhado com absorgdo maxima em 500 nm.

As concentracdes de colesterol no soro ou plasma dos animais foram determinadas
por um ensaio em microplaca de 96 pocos, de acordo com FAZIO et al. (1997).
Resumindo, 5 nL. das amostras de soro foram diluidos em agua destilada (1:200), a fim de
que as leituras de absorbancia fossem adequadas a variacdo linear do teste. Cem
microlitros de reagente de colesterol total foram adicionados a 100 niL do soro diluido.
Apds um periodo de incubacgdo de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 492 nm em
um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). As dosagens foram
feitas em duplicatas.

Para a determinacdo da concentracdo de colesterol total foi realizada uma curva
padréo de acordo com as diluicGes demonstradas na Tabela 2, sendo utilizados 200 ni. de

cada diluicdo. Considerou-se a concentracao de colesterol no padrédo de 200 mg/dL.

Tabela 3 - Diluigbdes para a determinacdo da curva padrdo de colesterol total.

Concentracdes Solucéo Padréo H20 destilada
1,0 mg/dL 5nL 995,0 nL
2,0 mg/dL 10nL 990,0 n.
4,0 mg/dL 20 mL 980,0 nL.
6,0 mg/dL 30 nL 970,0 nL
8,0 mg/dL 40 L 960,0 nL
10,0 mg/dL 50 nL 950,0 nL

3.6.2. Determinagéo das concentragdes de HDL-Colesterol

As concentracdes de colesterol HDL no soro foram dosadas por meio do kit
enzimatico Doles, Brasil. O principio se baseia na precipitacdo seletiva de LDL e VLDL
por polietilenoglicol tamponado (PEG 6000), restando apenas a fracdo HDL no
sobrenadante.

O sobrenadante foi separado em uma microplaca de 96 pocos, sendo 10 niL da
amostra adicionados a 200 nL do reagente de cor Colesterol 250 Doles/Colesterol
Enzimético Liquido Doles. Apos incubacéo de 10 minutos & 37°C, a absorbancia foi lida a

492 nm em leitor de microplaca (Thermo Plate). As dosagens foram feitas em duplicatas.
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Para a determinagcdo do padrao substituiu-se 10 nL de do sobrenadante de HDL
por 10 nL de padrdo. Para o calculo das concentra¢ges de HDLc foi feita a determinacéo
do Fator de Calibracdo através da seguinte equacao: F (Fator de Calibracdo) = 100/Média

da Absorvancia do Padréo; HDLc = Absorvancia da amostra x Fator de Calibracéo.

3.6.3. Determinacdo das fracdes aterogénicas e da relacdo colesterol
total/HDLc

O colesterol das fracbes aterogénicas (LDLc, VLDLc e IDLc) foi calculado pela
diferenca entre o colesterol total e a HDLc e a relacdo colesterol total/HDLc pela diviséo

dos valores de colesterol total pelos de HDLc.

3.6.4. Determinacao das concentracdes de triacilglicerdis séricos

As concentracdes de triacilgliceris séricos foram medidos de acordo com o
método enziméatico colorimétrico (FOSSATI & PRENCIPE, 1982), utilizando kit comercial
Doles, Brasil. O método consiste da hidrélise de triacilglicer6is do soro pela lipase
lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto
sofre a acdo da glicerol-P-oxidase a qual, em presenca de oxigénio, produz peroxido de
hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de um reagente fendlico (p-
clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado, com maximo de
absorcdo a 500 nm. As dosagens e a curva padrdo foram feitas em microplacas como
descrito acima para o colesterol. Porém, a diluicdo utilizada foi de 5 L. de soro em 245 L

de agua destilada. As dosagens foram feitas em duplicatas.

3.6.5. Avaliacao da peroxidacao lipidica sérica: monitoramento da capacidade

antioxidante do soro

O perfil cinético da peroxidacéo lipidica pode ser dividido em trés fases: a fase de
laténcia (fase lag), a fase de propagacéo e a fase da decomposi¢éo. Na primeira fase, 0os
antioxidantes sdo consumidos, porém sem ocorrer uma oxidacao significativa de acidos

graxos. Logo apds a deplecdo dos antioxidantes h4 a fase de propagacdo e entdo os
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acidos graxos sdo rapidamente oxidados formando dienos conjugados. Na fase de
decomposicao os niveis de dienos caem lentamente. O tempo de laténcia tem sido usado
como critério para avaliacdo da resisténcia a oxidacao lipidica e para avaliacdo da
suscetibilidade dos lipideos séricos a oxidacdo (SCHNITZER et al., 1998).

Amostras séricas foram diluidas em tampéo fosfato pH 7,4 na propor¢éo de 1:100,
sendo adicionada uma solugdo de CuSO, a 1mmol/L até a concentracdo final de 30
mmol/L. Em seguida, as amostras séricas foram incubadas a 37°C e monitoradas
espectrofotometricamente a 245 nm durante duas horas (SCHNITZER et al., 1998).

Assim, o valor do tempo de laténcia, no experimento, foi determinado graficamente
através do intercepto de duas retas tracadas no inicio da formacéo dos dienos e na fase

de propagacédo onde a producao é méaxima — Figura 9 (GIESEG & ESTERBAUER, 1994).

Abs (245 nm)

T T
40 60 d 80 100

0 20
<a =

Tempo (min)

Figura 7 - Monitoramento da peroxidacéao lipidica (LDL) mediada por ions cobre pelo método
de dieno conjugado. As mudancas de absorcdo a 245nm em funcéo do tempo foram realizadas
em cubetas de quatzo a 37°C. No perfil obtido a-representa a fase de laténcia em minutos; b-
fornece a taxa maxima de oxidagdo; d-c-fornece a concentracdo maxima de dienos conjugado
antes da decomposicdo e c-e fornece a taxa de decomposicdo (modificada de PINCHUK &

LICHTENBERG, 2002).
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3.7. Amostras de tecidos

Ao final das seis semanas de tratamento, coracéo, figado, rins e aorta dos animais
LDLr" foram retirados, perfundidos com salina tamponada com fosfato (PBS) e
acondicionados a -70°C para analises posteriores.

3.7.1. Peso relativo do coracao

No sacrificio, os coracfes foram removidos e pesados para o calculo do peso
relativo desses em relacéo ao peso total de cada animal (peso do coracdo x 100% / peso

total do animal = peso relativo) (KEMI et al., 2002).

3.7.2. Avaliacdo da peroxidacao lipidica — TBARS (substancias reativas ao

acido tiobarbiturico) — em tecido hepatico e renal

A geracao de radicais livres e a peroxidacdo lipidica sdo reacBes extremamente
rapidas, que sao, geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as
substéancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), entre as quais o malondialdeido € o
principal. A formac&o de malondialdeido, pela quebra de &cidos graxos poliinsaturados, €
um conveniente método para se determinar o grau de peroxidacao lipidica, sendo assim
uma ferramenta para o monitoramento das propriedades antioxidantes de qualquer
substancia (PATOCKOVA et al., 2003).

A mensuracdo dos metabdlitos, reativos ao acido tiobarbitarico, foi realizada em
microplacas pelo método descrito por WALLIN et al. (1993). Os figados e rins (100,0 mg
de tecido mais 1,0 mL de PBS 1X) foram triturados com um homogeneizador (Euro Turraz
T20b, IKA labortechnik) e mantidos em gelo. Um volume de 500,0 ni. do homogenato de
cada amostra foi colocado em tubos de ensaio e adicionou-se 1,0 mL de solucdo
contendo &cido tricloroacético (TCA, 15%), acido tiobarbitdrico (TBA, 0,0375%) e &cido
cloridrico (HCI, 0,25 N). As amostras foram mantidas em banho-maria fervente por 15
minutos e entdo colocadas sob agua corrente até esfriarem. Foram adicionados aos tubos
1,5 mL de acido butilico, que foram vigorosamente agitados. Apés uma centrifugacéo a
3000 rpm, por 10 minutos, o sobrenadante foi recolhido e plaqueado em duplicata e a
leitura foi realizada a 535 nm.
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Uma curva-padréo de malondialdeido foi feita e as concentracfes utilizadas foram:
0; 2,5; 5,0; 10,0; 50,0; 100,0 mM. Foi realizada ainda uma dosagem de proteinas (LOWRY
et al, 1951), sendo a concentracdo nas amostras calculada através de uma curva padréo,

a qual foi feita com albumina.

3.7.3. Dosagem da concentracdo de hidroper6xidos em tecido hepatico e

renal

O ensaio da oxidacéao ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na oxidacao
de fons ferrosos (Fe?") a férricos (Fe®") sob condicdes &cidas, pelos hidroperdxidos
(NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002). O indicador utilizado € o
Xilenol Orange, que se liga aos ions férrico produzindo um croméforo azul-arroxeado.

No momento da realizacdo do ensaio, uma parte da solucdo FOX-2 (preparado
pela dissolucdo do xileno orange e do sulfato ferroso amoniacal em 250 mM de H,SO,4
para uma concentracao final de 1 e 2,5 mM, respectivamente) foi diluida em nove partes
da solucdo de metanol grau-HPLC contendo 4,4 mM de BHT, obtendo-se o reagente
FOX-2.

Para as dosagens foram retirados 50 ni. do homogenato preparado para a analise
de TBARS e, acrescido a este 450 niL do reagente para FOX-2. Para fazer o branco foi
utilizado 50 nL de agua Milli Q no lugar do homogenato. Em seguida, estas misturas
foram mantidas a temperatura ambiente, por 30 minutos. Apos este tempo, elas foram
centrifugada a 12000 rpm por cinco minutos, sendo 200 nL do sobrenadante colocado na
microplaca de 96 pocos. Posteriormente, a absorbéancia foi lida a 560 nm em um leitor de
microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

Adicionalmente, foi realizada a reducdo dos hidroperéxidos com Trifenilfostina
(TPP). A TPP é utilizada como eficiente ferramenta para distincdo entre peroxido de
hidrogénio e hidroperéxidos (ndo-H,0,), ja que a presenca ou a auséncia de TPP indica o
teor de H,O, na amostra (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002).

Em 45 niL do homogenato preparado para a analise de TBARS adicionou-se 5,0 nL
de TPP a 10 mM (a TPP foi diluida em metanol), sendo mantido a temperatura ambiente
por 30 minutos. Logo apds, foi acrescido 450 ni do reagente para FOX-2. Para fazer o
branco foi utilizado 45 ni. de agua Milli Q no lugar do homogenato. Em seguida, estas

misturas foram mantidas a temperatura ambiente, por 30 minutos. ApGs este tempo, elas
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foram centrifugada & 12000 rpm por cinco minutos, sendo 200 nmL do sobrenadante
colocado na microplaca de 96 pocos. Posteriormente, a absorbancia foi lida a 560 nm em
um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

O Xilenol Orange, ao se ligar aos ions férrico, produz um croméforo azul-arroxeado
com coeficiente de extincdo de 1,5 x 10* M* cm™® & 560 nm. A concentracdo de
hidroperoxidos pode ser estimada uma vez que o coeficiente de extincdo dos
hidroperoxidos é de 4,3 x 10* M™ cm™ & 560 nm. Concentracées inferiores a 1 M podem
ser detectadas.

Para quantificar os hidroperoxidos da amostra subtraiu-se as dosagens sem TPP
das com TPP (sem TPP — com TPP = Quantidade de hidroperoxidos da amostra),
podendo ser expressa em absorbancia ou em nmolar. Foi realizada ainda uma dosagem
de proteinas (LOWRY et al, 1951), sendo a concentracdo nas amostras calculada através

de uma curva padrao, a qual foi feita com albumina.

3.7.4. Avaliacéo das les@es ateroscleroticas

3.7.4.1. Avaliacéo da deposicao lipidica nas aortas toracica e abdominal

A deposicao lipidica foi determinada nas aortas toracica e abdominal, utilizando a
analise en face pela coloracdo Sudan IV (PALINSKI et al., 1994). As aortas foram
dissecadas, removendo cuidadosamente toda a adventicia a partir da valvula aortica até a
bifurcacdo iliaca. A aorta foi aberta longitudinalmente e fixada, durante 12 horas, na
solucéo de formol-sacarose (4% paraformaldeido, 5% de sacarose, 20 mmol/L de BHT, e
2 mmol/L EDTA, pH 7,4) & 4°C. Ap6s fixadas, as aortas foram submetidas a uma solucéo
de 70% de etanol durante cinco minutos. Posteriormente, foram coradas por 10 minutos
sob agitacdo em uma solucéo filtrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol e 50%
de acetona, sendo em seguida descoradas em solucdo de 80% de etanol, por cinco
minutos. As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram digitalizadas e a analise
feita pelo programa Image-Pro Plus. A soma das areas das lesdes ateroscleréticas (local
onde houve acumulo lipidico) foi calculada pelo programa, sendo o resultado expresso

pelo percentual da area total da aorta.
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3.7.4.2. Avaliagao das lesdes ateroscler@ticas na raiz aortica

Apos o sacrificio dos camundongos, todos os coragdes foram retirados em bloco,
com a raiz da aorta, e perfusionados com PBS diluido uma vez. O coracao foi separado
da aorta toracica e abdominal, fixado em formol tamponado a 10% e processado,
conforme rotina para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes consecutivos de 10 mnm de
espessura na regido da valvula adrtica, sendo as laminas codificadas e coradas por
hematoxilina e eosina (HE).

O tamanho da leséo aterosclerética foi avaliado em dez cortes, tomando sempre
como referéncia a presenca da valvula adrtica. Localizada a formacéo da valvula, a cada
30 nm um corte era selecionado para a medida. Assim, foi percorrida uma extensao
média de 300 mm, com os cortes analisados sendo intercalados por dois cortes
consecutivos, segundo técnica modificada de PAIGEN et al. (1987) (PORTUGAL et al.,
2004). As areas foram medidas por meio da analise morfométrica, pelo programa Image-
Pro Plus. O célculo do tamanho da lesdo de cada animal foi feito pela soma das &reas dos
dez cortes. O valor médio por grupo foi utilizado para comparacdes estatisticas.

Foram também contados os numeros de lesdes encontradas ao longo dos dez
cortes analisados para cada animal. O valor médio por grupo foi utilizado para

comparacoes estatisticas.

3.8. Estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrao, exceto para a variavel fase de
laténcia que foi expressa em média dos valores reais, uma vez que estes nao
apresentaram distribuicdo normal. Para a analise estatistica estes dados sofreram
transformacéao logaritmica atingindo a normalidade.

Para verificar a normalidade das amostras foi utilizado o teste de Lilliefords e para
homogeneidade de variancias, o teste de Bartlett.

Os dados foram analisados por fatorial 2 x 2 (dieta x exercicio) por meio de andlise
de variancia (ANOVA) e quando havia diferenca estatistica, aplicava-se o teste T student,
uma vez que eram quatro grupos experimentais e a maioria dos dados apresentaram
coeficiente de variacdo elevado (SAMPAIO, 2002). Foram considerados resultados

estatisticamente significativos aqueles com valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal e consumo alimentar dos camundongos LDLr"

Na Figura 8 esta representado o peso corporal médio dos camundongos LDLr",
medido semanalmente. Houve aumento do peso corporal ao longo das seis semanas,
entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os quatro grupos
experimentais em nenhum dos tempos estudados.

De acordo com os valores apresentados na Figura 9, ndo houve diferenca na
quantidade de dieta ingerida entre os animais LDLr"" dos quatro grupos experimentais
(CT: 34,60 + 3,12; EX: 34,17 + 4,32; ES: 36,14 + 3,63; EX+ES: 37,47 + 291

g/semana/animal).

——CT

—a— EX
27 . 1

25 EX + ES
23

21

19

Peso corporal, g

17

15

semanas

Figura 8 - Peso corporal em gramas dos camundongos LDLr" ao longo das seis semanas
de experimento. Sendo CT: sem exercicio fisico e com dieta controle; EX: com exercicio fisico e
com dieta controle; ES: sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES: com
exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja (n = 6 em cada grupo experimental). Os
resultados foram expressos como média do peso+erro padrdo, em gramas, dos animais em cada
semana do experimento.
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Figura 9 - Consumo alimentar semanal dos animais LDLr"". Sendo CT: sem exercicio fisico e
com dieta controle; EX: com exercicio fisico e com dieta controle; ES: sem exercicio fisico e com
dieta contendo extrato de soja; EX+ES: com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja
(n = 6 animais para cada tratamento). As barras e as linhas verticais representam a média e o erro
padréo de cada grupo, respectivamente.

4.2. Amostras de sangue

4.2.1.Colesterol sérico total dos camundongos LDLr™""

No inicio do experimento (apOs quatro dias de dieta controle aterogénica) realizou-
se dosagem de colesterol total, ndo sendo observada diferenga significativa entre os
quatro grupos (CT: 806,55+ 45,76; EX: 887,81+ 42,96; ES: 777,98 + 48,66; EX+ES:
793,15 + 73,69 mg/dL). Apds as seis semanas de tratamento ndo houve alteracdo neste
parametro, ou seja, ndo foram observados efeitos do exercicio fisico e do extrato de soja
sobre as concentracfes de colesterol (CT: 671,79 + 84,95; EX: 690,95 + 54,87; ES:
587,30 + 66,46; EX+ES: 633,98 + 111,60 mg/dL). -Figura 10.

Ao comparar 0s grupos nos tempos inicial e final, péde-se verificar que houve
valores significativamente menores de concentracbes de colesterol ao final das seis

semanas para todos 0s quatro grupos experimentais, p < 0,05 - Figura 10.
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Figura 10 - Concentracées de colesterol sérico total dos camundongos LDLr" nos tempos:
inicial (semana zero) e final (semana seis) das seis semanas de experimento. Sendo CT (n = 8):
sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n = 7): com exercicio fisico e com dieta controle; ES
(n = 8): sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES (n = 6): com exercicio
fisico e com dieta contendo extrato de soja. As barras e linhas verticais representam a média e o
erro padrdo de cada grupo, respectivamente. Letras distintas, p < 0,05 pelo test t.

4.2.2. Colesterol HDL, fragcOes aterogénicas e relagdo colesterol total/HDLc

Ao analisar a fracdo ndo aterogénica (HDLc) observou-se que aqueles grupos que
consumiram soja tiveram concentracbes maiores de HDL (ES: 36,02 + 4,37; ES+EX:
32,77 + 6,52 mg/dL) quando comparados aos grupos controle ou que apenas realizaram
exercicio fisico sem ingerirem soja (CT: 21,01 + 2,05; EX: 22,92 + 3, 46 mg/dL), p < 0,05 —
Figura 11.
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Figura 11 - HDLc dos camundongos LDLr" ao final das seis semanas de experimento.
Sendo CT (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n = 7): com exercicio fisico e com
dieta controle; ES (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES (n =
6): com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As barras e linhas verticais
representam a média e o0 erro padrdo de cada grupo, respectivamente. Letras distintas
representam p < 0,05 pelo test t.
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Na Figura 12 esta representado o efeito do extrato de soja nas fracdes
aterogénicas. Pode-se verificar que aqueles grupos que consumiram soja tiveram
concentracbes menores de fracdes aterogénicas (ES: 551,29 + 63,63; ES+EX: 601,20
+106,59 mg/dL) quando comparados aos grupos controle ou que apenas realizaram
exercicio fisico sem ingerirem soja (CT: 650,77 + 86,10; EX: 668,03 + 55,07 mg/dL), p <
0,05.
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Figura 12 - Fracédo aterogénica (VLDLc, LDLc e IDLc) do colesterol dos camundongos LDLr
" ao final das seis semanas de experimento. Sendo CT (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta
controle; EX (n = 7): com exercicio fisico e com dieta controle; ES (n = 8): sem exercicio fisico e
com dieta contendo extrato de soja; EX+ES (n = 6): com exercicio fisico e com dieta contendo
extrato de soja. As barras e linhas verticais representam a média e o erro padrdo de cada grupo,
respectivamente. Letras distintas representam p < 0,05 pelo test t.

O extrato de soja também promoveu reducédo da relacéo colesterol total /HDLc, ou
seja, 0S grupos que consumiram soja tiveram relagdo menor (ES: 17,02 + 1,96; ES+EX:
20,07 + 2,27) que os grupos controle ou que apenas realizaram exercicio fisico sem
ingerirem soja (CT: 35,47 + 6,84; EX: 34,76 + 5,70), p < 0,05 — Figura 13.

53



60 -
50

40 - T

30 -

20 - T

10

Relag&o Colesterol Total / HDLc
=2
=2

(o1) EX ES EX+ES

Figura 13 - Relacdo colesterol total/HDLc dos camundongos LDLr” ao final das seis
semanas de experimento. Sendo CT (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n =
7). com exercicio fisico e com dieta controle; ES (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta contendo
extrato de soja; EX+ES (n = 6): com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As
barras e linhas verticais representam a média e o erro padrdo de cada grupo, respectivamente.
Letras distintas representam p < 0,05 pelo test t.

4.2.3. Triacilglicerdis séricos

N&o foram observadas diferencgas nos triacilglicerdis séricos entre os quatro grupos
experimentais ao final das seis semanas de experimento (CT: 47,52 + 5,21; EX: 50,20 +
11,59; ES: 52,89 + 6,71; EX+ES: 62,44 + 7,83 mg/dL).-Figura 14.
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Figura 14 - Triacilgliceréis séricos dos camundongos LDLr" ao final das seis semanas de
experimento. Sendo CT (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n = 7): com
exercicio fisico e com dieta controle; ES (n = 8): sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato
de soja; EX+ES (n = 6): com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As barras e
linhas verticais representam a média e o erro padréo de cada grupo, respectivamente.
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4.2.4. Peroxidacéo lipidica sérica: monitoramento da capacidade antioxidante
sérica

" o exercicio fisico e 0 extrato de soja exerceram efeito

Nos camundongos LDLr -
sobre o potencial antioxidante do soro, apenas quando administrados em conjunto (grupo
EX+ES: 58,40 min), promovendo o aumento da fase de laténcia (tempo lag). Este
resultado foi diferente estatisticamente quando comparado aos grupos controle, com
exercicio fisico e com extrato de soja, administrados isoladamente (CT: 3,40; EX: 8,40;
ES: 9,40 min), p < 0,05 — Figura 15.

Nas Figura 16 estdo os perfis representativos do monitoramento oxidativo dos

soros dos camundongos LDLr 7~ dos quatro grupos experimentais.
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Figura 15 - Fase de laténcia sérica dos camundongos LDLr" ao final das seis semanas de
experimento. Sendo CT: sem exercicio fisico e com dieta controle; EX: com exercicio fisico e
com dieta controle; ES: sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES: com
exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja (n = 5 para cada grupo experimental). As
barras e linhas verticais representam a média de cada grupo, respectivamente. Letras distintas
representam p < 0,05 pelo test t.
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Figura 16 - Perfis do monitoramento espectrofotométrico na absorbéancia de 245 nm, a 37°c,
durante 2 horas da peroxidacgao lipidica sérica dos grupos: A-perfil representativo do grupo
sem exercicio fisico e com dieta controle; B-perfil representativo do grupo com exercicio fisico e
com dieta controle; C-perfil representativo do grupo sem exercicio fisico e com dieta contendo
extrato de soja; D-perfil representativo do grupo com exercicio fisico e com dieta contendo extrato

de soja.

4.3. Amostras de tecidos

4.3.1. Peso relativo do coragéo

Na Figura 17 esta representado o percentual do peso relativo do coracdo dos

camundongos LDLr . Ndo houve diferenca para tal parametro entre os quatro grupos
experimentais (CT: 0,53 + 0,02; EX: 0,52 + 0,01; ES: 0,51 + 0,01; EX+ES: 0,51 + 0,01 %),

logo, o exercicio fisico ndo exerceu efeito sobre o peso relativo deste 6rgao.
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Figura 17 - Peso relativo dos cora¢cdes dos camundongos LDLr” ao final das seis semanas
de experimento. Sendo CT sem exercicio fisico e com dieta controle; EX: com exercicio fisico e
com dieta controle; ES: sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES: com
exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja (n = 6 para cada grupo experimental). As
barras e linhas verticais representam a média e o erro padrédo de cada grupo, respectivamente.

4.3.2. Substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e hidroperéxidos

em tecido hepatico e renal

O extrato de soja e o exercicio fisico exerceram efeito sobre a peroxidacao lipidica
em tecido hepatico, uma vez que, proporcionaram reducdo nas substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e nos hidroperéxidos formados, p < 0,05 (Figuras 18 e 19). Este efeito
foi observado quando o exercicio fisico e 0 extrato de soja estavam presentes juntos ou
separados (grupos EX, ES e EX + ES) em relacao ao controle (CT: 2, 28 + 0,33; EX: 1,04
+0,21; ES: 1,36 + 0,35; EX+ES: 1,44 + 0,48 nmol de MDA/mg de proteina, para TBARS;
e CT: 0,048 + 0,013; EX: 0,008 + 0,001; ES: 0,009 + 0,004; EX+ES: 0,018 + 0,006
nmol/mg de proteina, para hidroperoxidos, p < 0,05).

Entretanto, ndo foram observadas diferencas, entre o0s quatro grupos
experimentais, no tecido renal, em relacdo a esses parametros (CT: 11,82 + 1,38; EX:
12,66 + 1,60; ES: 13,15 + 0,61; EX+ES: 9,82 + 1,29 nmol de MDA/mg de proteina, para
TBARS; e CT: 0,016 + 0,003; EX: 0,011 + 0,001; ES: 0,012 + 0,002; EX+ES: 0,014 +

0,004 nmol/mg de proteina, para hidroperoxidos) -Figuras 20 e 21.
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Figura 18 - Substéncias reativas ao acido tiobarbitarico em tecido hepético dos
camundongos LDLr" ao final das seis semanas de experimento. Sendo CT: sem exercicio
fisico e com dieta controle; EX: com exercicio fisico e com controle; ES: sem exercicio fisico e
com dieta contendo extrato de soja; EX+ES: com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de
soja (n = 6 para cada grupo experimental). As barras e linhas verticais representam a média e o
erro padrdo de cada grupo, respectivamente. Letras distintas representam p < 0,05 pelo test t.
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Figura 19 - Hidroperéxidos em tecido hepatico dos camundongos LDLr" ao final das seis
semanas de experimento. Sendo CT (n = 5): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n =
6) com exercicio fisico e com dieta controle; ES (n = 5): sem exercicio fisico e com dieta contendo
extrato de soja; EX+ES (n = 6): com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As
barras e linhas verticais representam a média e o0 erro padrdo de cada grupo, respectivamente.
Letras distintas representam p < 0,05 pelo test t.
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Figura 20 - Substéancias reativas ao acido tiobarbitirico em tecido renal dos camundongos
LDLr" ao final das seis semanas de experimento. Sendo CT: sem exercicio fisico e com dieta
controle; EX: com exercicio fisico e com dieta controle; ES: sem exercicio fisico e com dieta
contendo extrato de soja; EX+ES: com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja (n = 6
para cada grupo experimental). As barras e linhas verticais representam a média e o erro padréo
de cada grupo, respectivamente.
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Figura 21 - Hidroperéxidos em tecido renal dos camundongos LDLr" ao final das seis
semanas de experimento. Sendo CT (n = 6): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n =
6): com exercicio fisico e com dieta controle; ES (n = 6): sem exercicio fisico e com dieta contendo
extrato de soja; EX+ES (n = 5): com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As
barras e linhas verticais representam a média e o erro padrédo de cada grupo, respectivamente.

4.3.3. L esdes ater oscler 6ticas

4.3.3.1. Aorta toracica e abdominal

A analise da lesdo aterosclerética, nas aortas toracica e abdominal, mostrou em

camundongos LDLr"", que tanto o extrato de soja quanto o exercicio fisico ndo exerceram
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efeito sobre a area da leséo, ou seja, ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais
(CT: 2,77 +0,62; EX: 2,51 + 0,26; ES: 2,79 + 0,99; EX+ES: 1,41 + 0,63 %) - Figura 22.
A Figura 23 representa as imagens obtidas por “scanner” das aortas toracica e

abdominal coradas com Sudan IV representativas para cada grupo experimental.

% / area total das
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Figura 22 - Porcentagem de deposicdo lipidica em aortas toracica e abdominal dos
camundongos LDLr” ao final das seis semanas de experimento. Sendo CT: sem exercicio
fisico e com dieta controle; EX: com exercicio fisico e com dieta controle; ES: sem exercicio fisico
e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES: com exercicio fisico e com dieta contendo extrato
de soja (n = 5 para cada grupo experimental). As barras e linhas verticais representam a média e
o0 erro padrdo de cada grupo, respectivamente.
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Figura 23 - Imagens das superficies internas das aortas toracica e abdominal dos animais
LDLr”. As aortas foram coradas com SUDAN |V e as lesdes ateroscleréticas estdo representadas
em vermelho. A-aorta representativa do grupo sem exercicio fisico e com dieta controle; B-aorta
representativa do grupo com exercicio fisico e com dieta controle; C-aorta representativa do grupo
sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; D-aorta representativa do grupo com
exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja.
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4.3.3.2. Lesdo naraiz adrtica

Outro local para avaliacdo do desenvolvimento da leséo aterosclerética € a raiz da
aorta, na regido da valvula. Nesta area, houve efeito do exercicio fisico e do extrato de
soja sobre o tamanho da lesdo aterosclerética, ou seja, ambos promoveram reducao da
lesdo, grupos EX (319 x 10° + 91 x 10° nm?), ES (301 x 10° + 73 x 10° nm?) e EX + ES
(188 x 10° + 36 x 10° nm?) em relagé&o ao controle (598 x 10° + 146 x 10° nm?), p < 0,05 -
Figura 24. Na Figura 25 estd representado os aspectos histologicos das lesdes
ateroscleroticas representativos dos quatros grupos experimentais.

Com relacdo a quantidade de lesdes encontradas na raiz da aorta, ndo houve
diferencas entre os quatro grupos experimentais (CT: 5,67 + 0,33; EX: 4,00 + 0,45; ES:
4,67 + 0,42; EX+ES: 4,43 + 0,65).-Figura 26.
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Figura 24 - Area da lesdo aterosclerética na raiz adrtica dos animais LDLr ”. Sendo CT (n =
6): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n = 6): com exercicio fisico e com dieta controle;
ES (n = 6): sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES (n = 7): com
exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As barras e linhas verticais representam a
média e 0 erro padrao de cada grupo, respectivamente. Letras distintas representam p < 0,05
pelo test t.
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Figura 25 - Aspectos histolégicos da raiz da aorta dos animais LDLr". A-representativo do
grupo sem exercicio fisico e com dieta controle; B-representativo do grupo com exercicio fisico e
com dieta controle; C-representativo do grupo sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato
de soja; D-representativo do grupo com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. Os
cortes foram corados com HE, aumento 100X. Sendo as lesBes apontadas por setas e a
referéncia anatdmica esta representada por presenca das valvulas aodrticas (estrela).
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Figura 26 - Quantidade de lesdes ateroscleréticas na raiz aértica nos animais LDLr”". Sendo
CT (n = 6): sem exercicio fisico e com dieta controle; EX (n = 6): com exercicio fisico e com dieta
controle; ES (n = 6): sem exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja; EX+ES (n = 7):
com exercicio fisico e com dieta contendo extrato de soja. As barras e linhas verticais
representam a média e o erro padréo de cada grupo, respectivamente.



5. DISCUSSAO

A aterosclerose, especialmente presente nas sociedades ocidentais, € a maior
causa das doencas cardiovasculares (SCOTT, 2004), sendo uma doenga progressiva
caracterizada pelo acumulo de lipideos e elementos fibrosos nas artérias, também
postulada como uma resposta a injaria endotelial vascular (LUSIS, 2000). Alguns
pesquisadores tém estudado o efeito do exercicio fisico (BENITEZ, et al., 2002; PYNN et
al., 2004) e da soja (WAGNER et al., 2003; ADAMS et al., 2004; OMONI & ALUKO, 2005)
na prevencao de doengas cardiovasculares, assim este trabalho objetivou avaliar os
efeitos do exercicio fisico e do extrato de soja, administrados juntos ou isolados, no perfil
lipidico, no estresse oxidativo e na aterosclerose em camundongos deficientes do gene
para o receptor de LDL.

Os resultados deste trabalho mostraram que tanto o exercicio fisico quanto o
extrato de soja, estando eles juntos ou separados, promoveram reducdo na area da lesao
aterosclerdtica na raiz da aorta (Figura 24). No entanto, ndo foi observada nenhuma
diferenca estatistica neste parametro, na aorta toracica e abdominal (Figura 22) e ndo
exerceram influéncia significativa no aparecimento das lesdes na raiz aortica (Figura 26).

Um fator importante a se destacar € que a lesdo aterosclerética tem inicio na raiz
aortica e vai se desenvolvendo ao longo da aorta toracica e abdominal, assim, o efeito do
exercicio fisico e do extrato de soja sobre este parametro pode ser mais visivel na raiz em
relacdo a aorta toracica e abdominal, visto que nosso estudo teve apenas seis semanas
de duracdo e que os camundongos LDLr" necessitariam de um periodo experimental
maior para apresentarem leses em estagios mais avancados e em maior quantidade.
Uma possivel explicacdo para a leséo iniciar-se na valvula aortica seria o fluxo sanguineo
oscilatorio ou turbulento ou a baixa for¢ca de cisalhamento (shear stress) nesta regido, o
que leva a uma elevada expressdo de moléculas de adesdo, sendo estas areas
caracterizadas por células endoteliais poligonais e sem orientacdo, contribuindo para um
aumento da permeabilidade a LDL, tornando-se, assim, locais de preferéncia para a
formacao das lesdes aterosclerdticas (LUSIS, 2000; VANDERLAAN et al., 2004).

De acordo com os nossos resultados estdo o de PELLEGRIN et al. (2007) que
observaram reducdo da area da lesdo na raiz da aorta em camundongos APOE™ do
grupo de exercicio, ao término do experimento, quando comparados aos sedentarios

(natagéo, iniciaram com 30 min na semana 1; terminando com 45 min na semana 3 e das
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semanas 4 a 9 nadaram por 50 min; 5 dias por semana; durante 9 semanas; com dieta
acrescida de 0,2% de colesterol).

Discordantes com nosso trabalho estédo o de MEILHAC et al. (2001) que relataram
uma diminuicdo da area de lesdo nas aortas de camundongos LDLr 7 treinados em
relacdo aos sedentarios com dieta aterogénica (corrida, 30 minutos por dia a 15 metros
por minuto, 5 dias por semana, durante 12 semanas). E no estudo de KIRK et al. (1998), o
consumo de isoflavona néo influenciou na area de lesdo aterésclerética no sinus aortico,
em camundongos LDLr", mas reduziu nos alimentados com proteina de soja e
isoflavonas em relacdo aos sem nos animais C57BI/6 (experimento por seis semanas nos
LDLr" e de 10 semanas nos C57BIl/6).

Um fator de risco importante para o desenvolvimento de aterosclerose é a
dislipidemia, sendo esta definida como o aumento de componentes lipidicos — colesterol,
triacilglicerdis e lipoproteinas no plasma. A relevancia das dislipidemias como problema
de saude publica est4 na sua relacdo com as doencas cardiovasculares, particularmente
com a doenca aterosclerdtica coronariana (GARCIA et al., 2002; HERRON et al., 2004).
Embora ndo exista uma cura para aterosclerose, evidéncias sugerem que a reducéo de
colesterol sérico total ou da fracdo LDLc (GIESEG & ESTERBAUER, 1994) e aumento da
fracdo HDLc (LEAF, 2003) podem retardar a progressdo das doengas cardiovasculares
(GIESEG & ESTERBAUER, 1994; LEAF, 2003). Devemos ressaltar também, que o0s
triacilglicerdis sdo componentes importantes de lipoproteinas, assim, além do colesterol,
este lipideo exerce papel importante na aterosclerose.

Em nosso estudo, foi observado em camundongos LDLr" que o exercicio fisico ndo
exerceu influéncia significativa em nenhum dos parametros analisados para o perfil
lipidico: colesterol total, HDLc, fracdo aterogénica e relacdo colesterol total/HDLc e
triacilglicerdis (Figuras de 10 a 14). Por outro lado, o extrato de soja promoveu aumento
do HDLc e reducéo das fracOes aterogénicas e da relacdo colesterol total/HDLc, sem
efeito no colesterol total e triacilglicerois totais (Figuras de 10 a 14). A partir destes
resultados do papel da soja na melhoria do perfil lipidico, poderia justificar, em parte, sua
acdo na diminuicdo do tamanho de lesbes ateroscleroticas na raiz da aorta observada
neste trabalho.

Foi constatado também, valores de colesterol total ao final das seis semanas
significativamente menores em relacdo ao tempo inicial para todos o0s grupos
experimentais. Isto poderia ser explicado, provavelmente, pela retroalimentacdo negativa
na producao intracelular de colesterol por inibir a enzima HMG-CoA redutase, uma vez
que os camundongos ingeriram dieta contendo colesterol (Figura 10).
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O modo pelo qual a soja exerce beneficios nas doencas cardiovasculares parece
estar relacionado ao seu contetdo de isoflavonas (OMONI & ALUKO, 2005; ELIA et al.,
2006), pois estes componentes possuem estrutura similar ao estrogénio enddégeno
(OMONI & ALUKO, 2005; DEWELL et al.,, 2006), o qual causa aumento no HDLc
(SHEPHARD & BALADY, 1999). O gque poderia justificar a hipétese das isoflavonas serem
responsaveis pelo efeito do extrato de soja no HDLc e nas fracBes aterogénicas
(DEWELL et al., 2006).

A importancia do aumento das concentracdes plasmaticas de HDLc esta
relacionada com suas propriedades antiinflamatorias e antioxidantes, além de realizar o
transporte reverso do colesterol (ARNTZENIUS, 1991; LAMON-FAVA et al., 1999; LUSIS,
2000; BORGGREVE et al., 2003). Na parede celular, a HDLc pode inibir a migragcéo de
monaocitos indutores de oxidacdo de LDLc, bem como a adesdo de mondcitos nas células
do subendotélio arterial induzida por LDLox. Além disso, a HDLc pode ter papel
modulador na producdo de Oxido nitrico endotelial, importante fator anti-aterogénico
(ALENZI et al., 2004; HERMSDORFF et al., 2004).

Adicionalmente, o extrato de soja reduziu as fracbes aterogénicas, sendo um dos
componentes desta fracdo a lipoproteina LDL que quando oxidada participa na formacao
de células espumosas iniciando o processo aterosclerético.

Outros autores relataram resultados concordantes com 0S NOSSOS, COMO
PELLEGRIN et al. (2007) que observaram que o exercicio fisico regular ndo exerceu
efeito sobre os parametros avaliados no perfil lipidico plasméatico (colesterol total, HDLc e
triacilgliceréis) em camundongos APOE™ com dieta acrescida de colesterol (natacao,
iniciou-se com 30 min na semana 1; terminando com 45 min na semana 3 e das semanas
4 a 9 nadaram por 50 min; 5 dias por semana; durante 9 semanas). Em relacdo a soja,
KIRK et al. (1998) encontraram que as concentracdes plasmaticas de colesterol total ndo
diferiram entre os camundongos LDLr ” dos grupos alimentados com dieta contendo ou
nao proteina de soja, genisteina e daidzeina.

Resultados contrarios aos nossos foram encontrados por MEILHAC et al. (2001)
que observaram reducéo do colesterol total plasméatico em camundongos LDLr" treinados
em relacdo aos sedentarios, ambos com dieta aterogénica, porém sem diferenca
significativa entre os animais alimentados com dieta normal (corrida, 30 minutos por dia a
15 m por minuto, 5 dias por semana, durante 12 semanas). E KIRK et al. (1998)
encontraram reducdo do colesterol total e o HDLc manteve-se constante em
camundongos C57BI/6 alimentados com proteina de soja contendo genisteina e daidzeina

em relagcdo aos sem esses componentes na dieta.
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De acordo com SHEPHARD & BALADY (1999), a variabilidade nos resultados da
literatura sobre exercicio fisico no metabolismo lipidico, pode ser devido, em parte, a
heterogeneidade dos métodos (como: intensidade, frequéncia e tempo total de
treinamento) e o uso de intervencdes adicionais, como a dieta. No estudo de MEILHAC et
al. (2001), relatado anteriormente, que verificaram diferencas no perfil lipidico, o tempo
total de treinamento foi maior, 12 semanas, em relagdo ao nosso experimento, de seis
semanas, que ndo observamos efeito do exercicio fisico nos parametros analisados para
o perfil lipidico. Além disso, em um trabalho de BURNEIKO et al. (2006) a freqiéncia do
exercicio (2 e 5 dias na semana) e a dieta (controle e hipercalorica) exerceram efeitos
diferentes nos mesmos parametros para o metabolismo lipidico.

Neste estudo dois métodos para a avaliacdo da peroxidacao lipidica em tecidos
foram usados. Primeiramente, realizaram-se as dosagens das concentracdes de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, entretanto esta metodologia ndo é especifica
visto que Vvarios produtos primarios e secundarios de outros componentes (como
proteinas e carboidratos), além dos provenientes da oxidacao de lipideos, poderiam reagir
com o &cido tiobarbitdrico (ARAUJO, 2001). Assim optou-se por dosar, também, os
hidroperoxidos lipidicos.

No que diz respeito ao efeito do exercicio fisico e do extrato de soja no estresse
oxidativo, encontramos uma acédo aditiva de ambos sobre a fase de laténcia,
proporcionando aumento do potencial antioxidante no soro. No entanto, quando
separados o exercicio fisico e o extrato de soja ndo exerceram influéncia significativas
nesta mesma fase (Figura 15). Com relagédo as concentracdes de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e hidroperéxidos formados, o exercicio fisico e o extrato de soja
promoveram a reducdo dos mesmos em tecido hepatico, no entanto sem diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais no tecido renal (Figuras de 18 a 21).

Uma possivel explicacdo para o efeito do exercicio fisico na peroxidagéo lipidica
seria que quando realizado regularmente produz adaptagbes corporais que poderiam
aumentar a capacidade antioxidante (GREATHOUSE et al, 2005; LAUFS et al., 2005). O
moderado estresse oxidativo, induzido pelo exercicio gradativo, regular, de intensidade
moderada e predominantemente aerdbico, pode ser responsavel por beneficios na
aterosclerose, talvez por induzir defesas antioxidantes vasculares (NAPOLI et al., 2004).
Como observado por NAKAO et al. (2000) que demonstraram o aumento do contetudo de
superéxido dismutase extracelular no figado e no rim e a Mn-superoxido dismutase no
pulmao e no rim e no musculo esquelético apés treinamento, em camundongos C57BI/6J

(natacdo, 1 hora por dia, 5 dias por semana, durante 6 semanas); e por NAPOLI et al
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(2004) que observaram que o exercicio fisico estimulou o aumento da atividade das
enzimas catalase, glutationa peroxidase e Mn-superoxido dismutase em artérias de
camundongos LDLr" treinados em relacdo aos sedentarios (natacdo, 60 minutos duas
vezes por dia, 5 dias por semana, dieta hipercolesterolémica, durante 18 semanas).

No que diz respeito aos possiveis mecanismos de acdo da soja na reducédo da
peroxidacgéo lipidica e na progressdo da leséo aterosclerotica na vélvula adrtica, deve-se
primeiramente, a sua possivel acdo antioxidante, ou seja, a genisteina e a daidzeina da
soja agindo como removedores de radicais livres (ARORA et al., 1998; TIKKANEN et al.,
1998). Devido a estrutura quimica polifendlica, estes componentes da soja podem doar
atomos de hidrogénio para radicais livres e formar radicais menos reativos (ARORA et al.,
1998). Uma segunda possibilidade esta relacionada ao fato que esta mesma estrutura
confere as isoflavonas a habilidade de quelar ions metalicos (ARORA et al., 1998;
TIKKANEN et al., 1998). No estudo de ARORA et al. (1998) foi observado que o potencial
antioxidante das isoflavonas (daidzeina, genisteina e alguns de seus metabdlicos) é
influenciado pela estrutura quimica das mesmas, constatando que, embora todos o0s
isoflavondides estudados tenham exercido efeito inibitdrio sobre a peroxidacéo lipidica
induzida por ferro Il, a eficiéncia destes componentes como antioxidantes foi influenciada
pela posicdo do grupo hidroxila das estruturas quimica das isoflavonas, sendo a
genisteina mais efetiva que a daidzeina.

Dos parametros analisados em nosso estudo, o papel do exercicio fisico na
reducdo do tamanho das lesGes aterosclerdticas foi devido apenas a diminuicdo da
peroxidacgdo lipidica no tecido hepético, pois sua a¢cdo nos outros marcadores ocorreu
apenas quando associado a soja e ndo isoladamente. Por outro lado, a soja além de
diminuir a peroxidacéo lipidica no tecido hepatico melhorou o perfil lipidico.

Portanto, pode-se concluir que no tecido hepatico a acdo do extrato de soja e do
exercicio fisico poderiam estar relacionados aos mecanismos antioxidantes citados acima.
Entretanto, atuaram de forma favoravel, na fase de laténcia, apenas quando os
tratamentos foram administrados em conjunto. No rim estes tratamentos ndo foram
suficientes para reduzir a peroxidacao lipidica, demonstrando que as respostas sao
diferentes de acordo com o local estudado.

Na literatura foram encontrados trabalhos que estudaram a peroxidacao lipidica em
outros tecidos, confirmando diferentes efeitos de acordo com o local e os métodos
utilizados. Como o estudo de GREATHOUSE et al. (2005) no qual os hidroperoéxidos
lipidicos, em musculo esquelético, foram reduzidos em ratos Sprague — dawley treinados
quando comparados aos sedentarios (corrida, 1 vez por dia, 20m/min, 35 min/sesséo, 4
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dias/semana, durante 4,5 semanas). Entretanto, THIRUNAVUKKARASU et al. (2003) nao
observaram diferencas nos hidroperoxidos hepéticos entre ratos Wistar alimentados com
dieta comercial treinados e sedentarios (corrida, 5 dias por semana, velocidade, tempo e
inclinacdo da esteira aumentando gradativamente de 6 a 24 m/min, de 10 a 20 min e de 0
a 5° respectivamente, durante 6 semanas).

Com relacdo aos efeitos da soja sobre o estresse oxidativo, HODGSON et al.
(1996) demonstraram o efeito da genisteina, daidzeina e de alguns de seus metabdlitos
na oxidacao induzida por cobre (fase de laténcia) in vitro em lipoproteinas séricas. Trés
concentracfes de cada componente foram testadas para avaliar a atividade antioxidante
em amostras séricas de seis voluntarios. Todos o0s componentes e todas as
concentragdes inibiram a oxidag&o da lipoproteina.

Os resultados deste trabalho, relacionados ao peso corporal e ao consumo
alimentar dos camundongos LDLr”", mostraram que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos durante as seis semanas de experimento (Figuras 8 e 9). Porém, houve
aumento do peso ao longo das seis semanas de experimento, representando o
crescimento dos animais.

Nossos resultados estdo concordantes com o de SONG et al. (1996) que avaliaram
o efeito do exercicio (corrida, 60 minutos a 25 m/min, 5 dias por semana, durante 12
semanas) e da soja em ratos Wistar, também n&o obtendo diferencas no peso corporal e
no consumo alimentar entre os grupos experimentais. No entanto, MEILHAC et al. (2001)
mostraram que camundongos LDLr"" que realizaram exercicio, tanto os alimentados com
dieta normal quanto os com dieta aterogénica, obtiveram reducéo de peso em relagéo aos
animais sem exercicio (corrida, 30 minutos por dia a 15 m/min, 5 dias por semana,
durante 12 semanas).

O exercicio fisico crébnico em humanos, de acordo com KEMI et al. (2002), é
acompanhado pelo aumento da captacdo maxima de oxigénio (VOzmax). Em individuos
saudaveis, o0 aumento da capacidade de realizar exercicio fisico € dependente de
adaptacdes estruturais e funcionais em musculos esqueléticos, vasos sangiiineos e no
coracdo. A adaptacdo cardiaca inclui: aumento do volume e peso da camara ventricular,
hipertrofia dos cardiomiocitos e melhora da funcao contrétil.

KEMI et al. (2002) relataram aumento da massa ventricular esquerda e direita em
camundongos C57BL/6J machos e fémeas treinados em relacdo aos destreinados
(corrida, 2 horas por dia, 5 dias por semana, durante 8 semanas). Da mesma forma,
PELLEGRIN et al. (2007) observaram aumento no peso relativo dos coragdes dos
camundongos APOE™ do grupo de exercicio fisico em relacdo aos sedentérios (natacao,
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comecando com 30 min da semana 1; terminando com 45 min na semana 3 e das
semanas 4 a 9 nadaram por 50 min; 5 dias por semana; durante 9 semanas; com dieta
acrescida de colesterol).

Nés avaliamos o efeito da natacdo no peso relativo do coracdo (hipertrofia) e
verificamos que o exercicio fisico utilizado ndo exerceu influéncia significativa sobre este
parametro (Figura 17). A magnitude das respostas ao treinamento depende da duragéo,
da intensidade, da frequiéncia e ao tempo total de treinamento, assim podendo justificar,
em parte, o fato da diferenca de resultados encontrados entre a literatura e 0 nosso
estudo (JONES & CARTER, 2000), em especial podemos destacar em relacdo aos dois
estudos citados, os tempos totais de treinamento que foram de oito e nove semanas em
relacdo a seis semanas do nosso trabalho.

Entretanto, OH-SHI et al. (1996) e NAKAO et al. (2000) observaram que seis
semanas de exercicio fisico aumentaram a atividade da enzima citrato sintase nos
camundongos que realizaram o mesmo protocolo de natagdo do nosso estudo. Deste
modo, estas seis semanas de exercicio fisico ndo influenciaram na hipertrofia cardiaca,
mas podem aumentar o metabolismo oxidativo no musculo esquelético e no diafragma.

A variabilidade dos diversos resultados encontrados na literatura para o0 peso
corporal, o perfil lipidico, o estresse oxidativo e na aterosclerose, no que diz respeito ao
exercicio fisico, pode estar relacionado a variabilidade de intensidade, duracéo,
frequéncia e do tipo de exercicio (SONG et al.,, 1996) e com relacdo a soja, pode ser
devido as variagcbes na composicdo das dietas contendo soja e seus componentes
(proteinas de soja, isoflavonas e seus metabdlitos) (DEWELL et al., 2006).

Concluindo, o exercicio fisico e o extrato de soja reduziram a area da leséo
aterosclerotica na raiz aértica. Podendo ser explicado, em parte, pelas alteracdes no perfil
lipidico pela soja e na peroxidacao lipidica no figado e no soro por ambos.

No entanto, ha outros possiveis mecanismos relatados na literatura, que néo foram
analisados neste trabalho, mas que poderiam justificar o papel exercido, de ambos, na
diminuicdo da area da lesdo aterosclerética.

O exercicio esta também associado a modificacdes favoraveis nos fatores de riscos
para doencas cardiovasculares, como, a reducdo da pressao sangiinea, o aumento da
sensibilidade a insulina e da tolerancia a glicose. Além disso, estudos relatam que quando
de intensidade moderada, regular e crénico, o exercicio fisico pode reduzir a agregacao
plaquetéaria e desempenhar papel importante na regulacédo do ténus arterial, melhorando a
funcdo endotelial (SHEPHARD & BALADY, 1999), por meio do aumento da producéo
local de Oxido nitrico (FUKAI et al., 2002).
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No que diz respeito a soja, além de poder agir como antioxidante e melhorar o perfil
lipidico, evidéncias sugerem que a proteina da soja, a isoflavona ou ambos poderiam
reduzir a pressdo sanglinea, melhorar a funcéo celular endotelial e vascular, por inibir a
ativacdo plaquetaria, a migracdo e a proliferacdo de células musculares lisas e
possivelmente efeitos diretos na inibicdo da aterosclerose mediado pelo receptor
ERb (ANDERSON et al.,1995; CROUSE et al., 1999; ANTHONY, 2000).
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6. CONCLUSAO

A ingestdo de extrato de soja, por seis semanas em camundongos LDLr",
melhorou o perfil lipidico, uma vez que acarretou o aumento do HDLc e a reducdo das
fracOes aterogénicas destes animais. O exercicio fisico ndo exerceu efeito nesses
parametros.

O exercicio fisico e o extrato de soja foram capazes de reduzir as concentracées
de hidroperéxidos e de TBARS em tecido hepético, diminuindo o estresse oxidativo nesse
orgao.

Foi observado um efeito aditivo do extrato de soja e do exercicio fisico sobre a fase
de laténcia sérica, em camundongos LDLr", prolongando o tempo de resisténcia a
peroxidacao lipidica.

Em relacdo a aterogénese, tanto o exercicio fisico quanto a ingestao do extrato de

soja, por seis semanas, reduziram a evolucéo da aterosclerose em camundongos LDLr".
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