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RESUMO

7

A doenca aterosclerGtica é caracterizada por um processo inflamatorio
cronico que, por sua vez, pode acelerar a senescéncia de células vasculares e
agravar a instalagdo de placas. O exercicio aerébico moderado melhora a fungéo
vascular prevenindo o agravamento do processo aterosclerético. Camundongo
apoE”", modelo experimental de aterosclerose espontanea, tem se mostrado uma
valiosa ferramenta no estudo dessa doenca. O objetivo deste estudo foi verificar a
capacidade de treinamento dos camundongos apoE” e verificar a influéncia do
treinamento fisico na senescéncia de células vasculares e na leséo aterosclerotica.

Camundongos apoE ” (n=16) e C57BL/6 (n=16) machos de 4 ¥ meses de
idade foram divididos em grupo treinado e sedentério. O treino correspondeu a: 1
hora/dia, 50-70% da velocidade maxima de corrida, 5 vezes/semana, 5 semanas.
Foram realizadas medidas de colesterol, pressédo arterial (PA) e frequéncia
cardiaca (FC). Apds o treino os animais foram eutanasiados, a aorta retirada e
incubada em uma solugcdo X-gal (pH 6.0) para caracterizacdo colorimétrica (cor
azul) da senescéncia e posterior quantificacdo de area de placa. Os dados estédo
expressos como média + EPM. Para andlise estatistica foi usado ANOVA 2-vias,
seguida do post hoc de Fisher, **p< 0,05.

" e o treinamento

Foi encontrada senescéncia vascular nos animais apokE
aerobico ndo reduziu a area de lesdo aterosclerdtica, embora observou-se uma
tendéncia de reducéo de area de senescéncia de células vasculares. A capacidade

de corrida dos grupos C57 e apoE™

ndo foi diferente antes do programa de
treinamento, no entanto, 0 mesmo aumentou a capacidade maxima de corrida dos
animais quando comparado aos sedentarios, com ganho percentual de 36 e 42%

-

na velocidade maxima alcangada nos grupos C57 e apoE treinados,

respectivamente. Os animais apoE

apresentaram hipercolesterolemia
(sedentario: 646+75™ treinado: 664+66™ mg/dL) em relacdo aos C57 (sedentério:
161+16, treinado: 102+12 mg/dL), e o treino ndo influenciou o colesterol, FC e PA.
Os camundongos apoE” apresentaram o mesmo ganho de performance
fisica com o treino que os animais C57. Apesar da area de leséo de placa néo ter
sido reduzida com o treino, observou-se uma tendéncia de redugéo de senescéncia
nos animais ateroscleréticos, sugerindo um possivel efeito do treinamento aerdbico

na reducdo do desenvolvimento precoce de senescéncia vascular.



ABSTRACT

Atherosclerotic disease is a chronic inflammatory disease that can accelerate
vascular cells senescence and aggravate lesions formation. Moderate aerobic
exercise improves vascular function and prevents the aggravation of the
atherosclerotic process. ApoE™ mice, an atherosclerotic experimental model, have
been an useful tool to understand the process involved in the progression of this
disease. The objectives of this study were to verify the performance capacity of
apoE™ mice as well to verify the influence of an exercise program on the vascular
cells senescence and the atherosclerotic lesion.

ApoE"' (n=16) and C57BL/6 (n=16) male mice with 4 Y2 months old were
divided in trained and sedentary groups. Exercise program corresponded:
lhour/day, 50-70% maximal running speed, 5 days/week for 5 weeks. Cholesterol
and hemodynamic parameters were also measured. At the end of the exercise
protocol, the animals were euthanized; the aorta was removed and incubated in X-
gal solution (ph 6.0) for colorimetric assay for senescence, and later for plaque
quantification. Results are expressed as mean + SEM. 2 way-ANOVA with Fisher
post hoc was used to statistical analyses, *p< 0,05.

Vascular senescence was observed in both groups of apoE™ mice; and the
training did not reduce the atherosclerotic lesion area, although we observed a
tendency to reduction in the senescence area. The physical performance of C57
and apoE” was not different before the training protocol, but it increased the
maximal running speed after the training program, with 36 and 42% increases in the
trained C57 and apoE”, respectively. ApoE™ mice were hypercholesterolemic
(sedentary: 646+75™ trained: 664+66™ mg/dL) compared to C57 (sedentary:
161+16, trained: 102+12 mg/dL), and the training did not modified the cholesterol
and the hemodynamic parameters.

ApoE” mice showed the same capacity of C57 to improve the physical
performance. Despite the atherosclerotic lesion area were not reduce with the
training protocol, we observed a tendency in the reduction of the senescence area
with the training, suggesting a possible effect in the aerobic training in the

prevention of the premature senescence.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) figuram entre as doengas que mais
acometem homens e mulheres do mundo ocidental, sendo responsaveis por mais
de 40% das mortes em nagOes industrializadas (SMITH, 2001), causando uma
preocupagdo mundial nos tempos atuais, segundo o American Heart Association-
Heart Disease and Stroke Statistics (2006). No Canada as DCV s&o responsaveis
por aproximadamente 35% das mortes e cerca de 20 milhdes de ddlares séo
gastos diretos e indiretamente em saude (RUSH et al., 2005).

No entanto, nos Ultimos 30 anos, paises desenvolvidos e industrializados
como os Estados Unidos tiveram um razoavel declinio no indice de mortalidade por
doengas cardiovasculares, ao contrario de paises em desenvolvimento como o
Brasil, em que as projecdes, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, revelam
grandes preocupacdes (IV Diretriz Brasileira sobre dislipidemias e prevencdo da
aterosclerose, 2007). No Brasil em 2004, o numero de mortes por doencas
cardiovasculares representou aproximadamente 28% do total de mortes ocorridas,
segundo dados publicados no Saude Brasil 2006 (Saude Brasil, 2006).

A doenca aterosclerética € uma das principais doencas cardiovasculares
(LIBBY et al., 2002), e acomete mais vidas do que todos os tipos de cancer juntos,
além do alto custo econémico envolvido (STOCKER & KEANER Jr., 2004).
Resulta da interagdo complexa de fatores genéticos e ambientais (JAWIEN et al.,
2004); que pode ser fortemente potencializado quando em sinergismo com alguns
desses fatores (IV Diretriz Brasileira sobre dislipidemias e prevengdo da
aterosclerose, 2007). Por ser uma doenga multifatorial, sua prevencédo deve
abranger néo so as dislipidemias como também os fatores de risco envolvidos com
a doencga (SANTOS et al., 2001).

A inatividade fisica, juntamente com outros fatores de risco como
hipercolesterolemia, hébitos alimentares, tabagismo, entre outros, contribui
significativamente para o desenvolvimento das doengas cronicas (Doengas
cronico-degenerativas e obesidade: Estratégia Mundial sobre Alimentacéo
Saudavel, Atividade Fisica e Saude, 2003). Pesquisas tém revelado que a pratica
de atividade fisica regular em homens e mulheres correlaciona-se inversamente a
taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares (SHEPHARD & BALADY, 1999;
THOMPSON et al., 2007; SMITH, 2001).



Paradoxalmente & sobrecarga oxidativa que o exercicio fisico promove, ha o
aumento das defesas antioxidantes (FUKAI et al., 2000; IGNARRO et al., 2006)
que, por sua vez, melhora o status oxidativo do tecido, condigcdo essa prejudicada
na doenca aterosclerética (HARRINSON et al., 2003). Da mesma forma, o stress
oxidativo e 0 acumulo de espécies reativas de oxigénio tém uma importante fungéo
na inducéo da senescéncia (BEN PORATH & WEINBERG, 2005), condi¢géo essa
encontrada em placas ateroscleréticas (MATTHEWS et al., 2006).

1.1 PROCESSO ATEROSCLEROTICO

A doencga aterosclerotica é uma doenca inflamatéria resultante da interagédo
de uma série de respostas celulares e moleculares que se desenvolvem de forma
silenciosa ao longo da vida. E caracterizada pelo acimulo de lipidios e elementos
fibrosos na intima do vaso, que progride em lesdes avancadas ou placas fibroticas
gue avancam para o limen do mesmo, podendo desencadear em ruptura da placa
e desfechos tromboéticos, com complicacdes agudas clinicas de infarto do
miocardio e derrame cerebral (OHASHI et al., 2004; GLASS & WITSTUM, 2001,
ROSS, 1999).

As lesbes ocorrem principalmente nas artérias musculares, elasticas de
médio e grande porte (ROSS, 1999), em sitios preferenciais como é&reas de
bifurcacdes e curvaturas dos vasos; locais esses de grande fluxo turbilhonar e com
reduzido estresse de cisalhamento endotelial (CHATZIZISIS et al., 2007; LUSIS,
2000; LIBBY et al., 2002) e que levam ao desenvolvimento das doencas clinicas
(SOLBERG & EGGEN, 1971).

Dentre fatores genéticos e ambientais determinantes da aterosclerose,
elevados niveis de colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c),
parecem ser determinantes no desencadeamento da doenga, mesmo na auséncia
dos demais fatores de risco (GLASS & WITSTUM, 2001).

Os LDL-c, em excesso na circulacdo, entram em contato com as células
endoteliais mais permeéveis das paredes dos vasos, células essas modificadas
pelo elevado fluxo turbilhonar e menor estresse de cisalhamento, e penetram na
camada sub-endotelial. Uma vez nesta camada, os LDL-c sofrem alteragdes

conformacionais, principalmente a oxidagdo proveniente dos radicais livres,



formando LDL oxidado (LDLox), que por sua vez, vao ser reconhecidos e captados
por macrofagos (Lusis, 2000), iniciando o evento aterosclerético.

O recrutamento de mondcitos e a captacdo de LDLox nos sitios de lesdes na
camada sub-endotelial é desencadeado pela ativagdo de moléculas de adeséo
leucocitarias e quimiotéxicas, além do préprio LDLox, em resposta ao estimulo
inflamatério (GLASS & WITZTUN, 2001; LIBBY et al., 2002).

Na intima, os mondcitos adquirem propriedades de macréfago tecidual,
através do fator estimulante de col6nia de macréfagos, expressando receptores
removedores (scavangers) e gerando internalizacdo de lipoproteinas modificadas.
A principio, a captacdo de lipoproteinas por macréfagos caracteriza-se pela
remogdo protetora de particulas citotoxicas e proé-inflamatérias e de células
apoptoticas. No entanto, acumulo progressivo dessas particulas leva a formagéo
de células espumosas, alterando todo o micro ambiente tecidual (GLASS &
WITZTUN, 2001).

A formacé&o das células espumosas nas placas ateroscleréticas € decorrente
da incapacidade de remocé&o do colesterol, tanto pelo excesso do mesmo quanto
pela falta de habilidade de excrecéo do colesterol pelos macréfagos, possivelmente
pela baixa disponibilidade de HDL (SCHIJVERS et al., 2007), sendo a
caracteristica principal tanto de lesfes iniciais quanto avancadas (GLASS &
WITZTUN, 2001).

O desenvolvimento de lesBes mais avancadas é determinado pela migragédo
de células musculares lisas provenientes da camada média para a intima e regido
sub-endotelial do vaso, que se proliferam e que participam da continua captacéo
de particulas lipidicas, contribuindo ainda mais para a formacdo de células
espumosas e matriz extracelular, e que levam ao desenvolvimento de cépsula
fibrosa (LIBBY et al., 2002).

As lesdes estaveis levam décadas para se tornarem lesfes avangadas e
instaveis. Estudos sugerem que a evolugdo de placas mais avangadas,
caracterizadas por placa fibrosa fina, decorre de repetidos ciclos de micro
hemorragias, trombose e apoptose de macréfagos, linfocitos T e células
musculares lisas, com formacgéo de tecido necrético na camada sub-endotelial, que
se expande e estreita o lumen do vaso provocando eventos isquémicos agudos,
geralmente pela ruptura da placa (GLASS & WITZTUN, 2001; SCHRIJVERS et al.,
2007).



1.2 CAMUNDONGO apoE knockout (apoE™)

O uso de animais experimentais em pesquisas cientificas é bem referido na
literatura, e as primeiras evidéncias com animais e aterosclerose data do ano de
1908, em que pesquisadores usando coelhos demonstraram espessamento da
intima da aorta desses animais alimentados com dieta rica em proteina animal
(JAWIEN et al., 2004).

Desde entdo, tentativas com outras espécies animais foram realizadas com
o0 objetivo de se estudar os mecanismos da doenca aterosclerética, como porcos e
primatas ndo-humanos; no entanto, o coelho foi 0 que mais permitiu responder os
questionamentos a respeito da doenga (JAWIEN et al., 2004).

Os primeiros estudos da doenca aterosclerdtica em camundongos foram
feitos no inicio da década de 60, com dieta altamente rica em colesterol e acido
colico na linhagem isogénica C57BL/6 (C57) (OHASHI et al., 2004). A dieta entdo
usada era muito toxica e embora desenvolvessem a doenca, as lesdes néao
representavam as caracterizadas em humanos (JAWIEN et al., 2004).
Posteriormente, Paigen et al. (1990) modificaram essa dieta tornando-a menos
toxica e mais viavel aos animais.

Em geral, os camundongos séo altamente resistentes a desenvolver doenga
ateroscleroética, pois o metabolismo hepético desses animais é muito eficiente. O
padrdo do metabolismo desses animais é diferente do ser humano, tendo a maior
fracdo do colesterol carreado pelo HDL, ao contrario do humano no qual a maioria
do colesterol plasmético € carreada pelo LDL, fragdo aterogénica. A excecdo sao
os camundongos C57 em que na presenca de dieta com alto conteudo de
colesterol (PAIGEN et al, 1990) apresentam a manifestacdo da doenga
aterosclerética, embora modesta e ndo caracteristica da desenvolvida em seres
humanos. (MEIR & LEITERSDORF, 2004; JAWIEN et al., 2004).

No intuito de se entender melhor a natureza e progresséo da doenca
aterosclerdtica, pesquisadores de dois diferentes laboratérios desenvolveram,
quase simultaneamente, em 1992, animais geneticamente modificados para a
apolipoproteina E, gene diretamente relacionado com o metabolismo hepético do
colesterol. Esses animais deficientes para apolipoproteina E (apoE ™) foram
gerados pela recombinagcdo homdloga do gene de animais embrionarios da

linhagem isogénica C57, apresentando uma severa alteragdo no perfil das



lipoproteinas, com elevado contetdo de VLDL, que causa extrema susceptibilidade
a aterosclerose (PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992).

A apoE é uma glicoproteina de 34 Kd produzida principalmente no figado e
no cérebro, sendo constituinte de todas as lipoproteinas (quilomicrons, VLDL e
HDL) com excecao do LDL, atuando como um ligante de receptores hepéaticos LDL
gue medeiam a limpeza do colesterol circulante (KNOWLES & MAEDA, 2000;
HARTLEY et al., 2000; MEIR & LEITERSDORF, 2004; PLUMP et al., 1992). A
apoE também participa no transporte reverso de colesterol, redistribuicdo local do
colesterol nos tecidos, imuno-regulagédo, proliferacdo celular e diferenciagéo
(PLUMP et al., 1992). E também produzida por mondcitos e macréfagos e acredita-
se que tenha acao local na homeostasia do colesterol e no processo inflamatério
dos vasos (CURTISS & BOISVERT, 2000), além de participar na absorcéo
dietética e excrecao biliar (SEHAYEK et al., 2000).

Os animais apoE Knockout (apoE™), na auséncia dessa apolipoproteina,
tornam-se hipercolesterolémicos e desenvolvem lesdes similares & de seres
humanos (ROSS, 1999; REDDICK & MAEDA, 1994; KNOWLES & MAEDA, 2000;
LUSIS, 2000), representando um excelente modelo nos estudos fisiopatologicos e
genéticos da doenca aterosclerotica.

O perfil lipidico desses animais é bem elevado com valores médios de
colesterol total de 600mg/dL enquanto que 0s seus precursores, 0os animais C57,
apresentam em média 110mg/dL. O HDL reduz substancialmente e ha um elevado
aumento, principalmente das fragcGes de VLDL e LDL (JAWIEN et al., 2004; MEIR &
LEITERSDORF, 2004).

As caracteristicas anatdmicas das lesdes nos animais apoE”" correspondem
as encontradas em outros animais e humanos. Inicialmente as lesbes se
desenvolvem na curvatura interna do arco aortico, tronco braquiocefélico e carétida
direita, local de fluxo alterado, expandindo-se pelas principais bifurcagdes ao longo
do vaso no decorrer do desenvolvimento da doenca, finalizando em toda a arvore
arterial afetada pela doenga em animais com idade mais avangcada (NAKASHIMA
et al.,1994; JAWIEN et al., 2004).

O curso temporal da doenca é bem precoce nos animais, com presenca de
leucocitos aderidos (mondcitos e linfocitos T) no endotélio do vaso em animais de
somente 5 e 6 semanas de idade. Estrias gordurosas sdo observadas em animais

de 10 semanas e a partir de 20 semanas de idade ja& podem apresentar formagéo



de placas fibréticas ricas em células musculares lisas que se desenvolvem
progressivamente ao longo da arvore arterial (NAKASHIMA et al., 1994; JAWIEN et
al., 2004). Esse modelo, no entanto, ndo apresenta ruptura da placa fibrotica,
divergindo do desfecho em seres humanos, no qual, em muitos casos, ha
extravasamento do liquido para o interior do vaso, culminando num evento
cardiovascular agudo (JAWIEN et al., 2004).

O uso de camundongos apoE” justifica-se pelas vantagens que o animal
apresenta em relacdo aos demais, pois sdo animais de facil manipulagdo génica
(Hartley et al., 2004), curto periodo reprodutivo e maturagdo sexual (total de 9
semanas), reproduzem o padrédo de desenvolvimento de placa do ser humano
mesmo sem adicdo de dieta aterogénica (JAWIEN et al., 2004; REDDICK et al.,
1994), o que o torna o modelo, entre os mamiferos, com a genética mais bem
estudada (PAIGEN et al., 1990).

1.3 SENESCENCIA CELULAR

Senescéncia celular ou senescéncia replicativa € um fenémeno no qual
células sométicas normais humanas perdem o potencial replicativo apos
determinado numero de divisdes celulares, previamente estabelecidos, quando
cultivadas in vitro (CHEN QIN, 2000; CAMPISI et al., 1996; SMITH & PEREIRA-
SMITH, 1996).

Originalmente descrito por Hayflick e seu grupo na década de 60, as células
senescentes entram em estado irreversivel de capacidade de crescimento
(MINAMINO & KOMURO, 2007), com presenca de alteragBes fenotipicas na
morfologia, expresséo génica e fungdo (MINAMINO et al., 2003), mudangas essas
associadas com o envelhecimento humano (HAYASHI et al., 2006). As células
senescentes adquirem aspecto achatado e enlarguecido e expressam diferentes
pares de genes, que incluem reguladores negativos do ciclo celular como p53 e
p16 (MINAMINO & KOMURO, 2007).

Inimeras linhas de evidéncias demonstram uma relag@o entre senescéncia
replicativa in vitro com o envelhecimento in vivo, dentre elas: a relacdo inversa
entre idade do doador e o potencial proliferativo do fibroblasto; presenca de
telbmero pequeno em sindromes de envelhecimento precoce como Sindrome de

Werner ou Hutchinson-Gilfod, relacdo direta do tamanho do telébmero e a



longevidade da espécie; expressdo de determinados genes envolvidos com o
envelhecimento in vivo e também a presenca de biomarcadores de senescéncia
celular in vivo (CHEN QIN, 2000), o que facilitou o estudo do processo de
senescéncia e sua relagdo com doencgas relacionadas com a idade e doencas
correlatas.

Desde entdo, iniameros pesquisadores vém estudando o processo de
senescéncia replicativa em diferentes tecidos, no entanto as células mais bem
caracterizadas séo fibroblastos de humanos e roedores e tecido epitelial humano
(SERRANO & BLASCO, 2001), células com alto potencial proliferativo (FENTON et
al., 2001).

Basicamente existem duas principais teorias que tentam explicar o
fendmeno da senescéncia celular. A primeira e original linha de evidéncias se
aplia na teoria telomérica do envelhecimento. Os cromossomos de células
eucaridticas apresentam, em seu final, telémeros, que sdo sequéncias repetidas de
nucleotideos TTAAGGG que se estendem por varios pares de bases, e que séo
responsaveis pela estabilizacdo da cadeia cromossomal. Pela auséncia ou
reduzida quantidade da enzima telomerase da maioria das células somaticas
normais humanas, enzima essa responsavel em manter o comprimento do
telbmero com as repetidas divisdes celulares, a célula se torna incapaz de manter
o comprimento dos teldmeros (HAYASHI et al., 2006; ZAKIAN, 1995; VAZIRI et al,
1994).

Consequentemente a senescéncia das células sométicas humanas é
determinada pela incapacidade de manter o comprimento dos telémeros nas
divisfes celulares, sendo inversamente relacionada com o tamanho do telébmero. O
nimero de replicagbes da célula em cultura € o grande determinante do processo
de senescéncia, e ndo a idade cronologica da célula propriamente dita, pois
estudos tém mostrado que células relativamente novas em cultura e na presenca
de ambiente inadequado apresentam caracteristicas de senescéncia (CHEN QIN,
2000), sugerindo, com isso, outros fatores determinantes do mesmo.

A segunda hipétese, e mais recente, baseia-se na Teoria do Radical Livre
(HAYASHI et al., 2006) em que estimulos estressantes, persistentes, possam ser
fortes candidatos na indugdo de um estado de senescéncia celular precoce
(SERRANO & BLASCO, 2001; ERUSALIMSKY & KURZ, 2005; CHEN QIN, 2000).

Estudos tém mostrado uma forte relagcdo entre senescéncia e patologias



relacionadas com o envelhecimento tecidual precoce como a aterosclerose
(MATTEWS et al., 2006), podendo ser dependente ou ndo da proliferagao natural
da célula e do dano do telémero (CHEN et al., 2001).

A descoberta da técnica SA-Bgal (senescence-associated [3-galactosidase)
por Dimri e colaboradores promoveu um grande avango nos estudos das doencas
relacionadas com a idade. Ao observarem um aumento da atividade da [3-
galactosidase (SA-Bgal) em pH 6.0 de células em cultura e tecidos obtidos de
doadores com idade mais avancada, eles interpretaram os seus resultados como
uma provavel ligacdo entre senescéncia replicativa de células em cultura com o
envelhecimento in vivo (DIMRI et al., 1995).

Desde entdo, inumeros trabalhos utilizando essa técnica vém sendo
realizados em diferentes tecidos de mamiferos e em diversas condi¢ées de cultura,
sendo considerado um dos mais utilizados marcadores de senescéncia in vivo
disponiveis (ERUSALIMSKY & KURZ, 2005).

Células incubadas com o substrato cromogénico 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
3-D-galactosidase (Xgal) em pH 6.0 expressam a coloracdo azul em células com
caracteristicas fenotipicas de senescéncia (DIMRI et al., 1995), provavelmente pela
manifestacdo do aumento da massa lisossomal das mesmas (KURZ et al., 2000).
Ao contrario, a exposi¢cdo das células com mesmo substrato, porém em pH 4.0,
identifica a atividade lisossomal de células normais, ou seja, todas as células séo
coradas (DIMRI et al., 1995).

1.4 SENESCENCIA CELULAR VASCULAR, ESTRESSE OXIDATIVO E
ATEROSCLEROSE

O envelhecimento € um processo de deteriorizagdo de muitas fungbes do
corpo ao longo da vida, apesar de ser um processo inevitadvel em qualquer ser vivo.
Porém, raramente o envelhecimento por si s é responsavel por mortes em seres
humanos; geralmente estd associada com fatores relacionados a idade, como a
doencga aterosclerotica (CHEN QIN, 2000).

Inimeros trabalhos tém demonstrado que alteragdes observadas em células
vasculares senescentes representam as encontradas na aterosclerose (MINAMINO
et al.,, 2003; CHANG & HARLEY, 1995), sugerindo uma inter-relacdo entre o

processo aterosclerotico e senescéncia.



O desenvolvimento da aterosclerose é determinado por multiplos fatores
como: o estresse oxidativo, LDL oxidado e citocinas nas areas vasculares, que
podem induzir apoptose e senescéncia em células endoteliais vasculares e células
musculares lisas (IKUSHIMA et al., 2006;); e, por sua vez, levarem ao agravamento
das placas ateroscleréticas (KUNIEDA et al., 2006).

Células vasculares endoteliais sujeitas a forcas hemodindmicas podem
envelhecer precocemente, iniciando ou exacerbando o processo aterosclerodtico
(DIMRI et al., 1995). Parece que o estimulo aterogénico aumenta a divisdo celular
em locais de aterosclerose, regido de grande fluxo turbilhonar, acelerando o
encurtamento do teldmero e possivelmente ativando sinais proliferativos que
podem induzir senescéncia; além do préprio estresse oxidativo e dano no DNA
aumentarem esse processo, contribuindo para disfungcéo endotelial e promogcéo da
aterosclerose (MINAMINO & KOMURO, 2007; ROSS, 1999).

Tanto células musculares lisas (MINAMINO et al., 2003; MATTHEWS et al.,
2006) quanto células endoteliais (MINAMINO et al., 2002) de areas de lesbes
ateroscleroticas humanas exibem niveis elevados de atividade SA-Bgal, indicando
presenca de senescéncia celular vascular, o que pode ser acelerado em presenca
de estresse oxidativo cronico (MATTHEWS et al., 2006).

Dados indicam que a senescéncia celular endotelial esta relacionada com
um balanco entre a producéo de radicais livres e biodisponibilidade de 6xido nitrico
(NO), que por sua vez afeta a atividade da telomerase (HAYASHI et al., 2006),
condi¢do essa encontrada na aterosclerose.

Embora existam inameros trabalhos que correlacionem a presenca de
senescéncia de células vasculares com areas de lesGes ateroscleroticas, modelos
experimentais utilizando camundongos apoE” ainda s&o escassos nha literatura.
Kunieda e colaboradores demonstraram que angiotensina Il induz senescéncia
precoce de células de musculo liso vascular de camundongos apoE"' de 6 meses
de idade, o que acelera o desenvolvimento da aterosclerose (KUNIEDA et al.,
2006).

Animais apoE”, por serem um excelente modelo de aterosclerose
(NAKASHIMA et al., 1994), que desenvolvem caracteristicas da doenca de seres
humanos, séo fortes candidatos em estudos que objetivam verificar os efeitos
terapéuticos, como a pratica da atividade fisica, envolvidos com o desenvolvimento

do processo aterosclerético e de senescéncia vascular (PALINSK et al., 1994).



1.5 EXERCICIO FisICO

O exercicio fisico, além do seu conhecido e antigo objetivo esportivo e
recreacional, € um importante aliado na manutencdo da qualidade de vida e na
prevencdo e tratamento de inimeras doengas. A sua participagdo € de extrema
importancia como tratamento ndo-medicamentoso ou como recurso alternativo e
adicional junto a terapias farmacoldgicas, sendo muito estudada no meio cientifico.

Evidéncias substanciais basicas, clinicas e epidemioldgicas sugerem que
atividade fisica regular constitui medida auxiliar no controle das dislipidemias,
desenvolvimento da aterosclerose e incidéncia de eventos coronarianos agudos,
além de influenciar fatores de risco ateroscleréticos como a hipertenséo arterial,
resisténcia a insulina e obesidade (THOMPSON et al., 2007; THOMPSON et al.,
2003).

Em geral o efeito do exercicio fisico nos fatores de risco ateroscleroticos €
substancialmente menor que o alcangado por terapias farmacoldgicas, no entanto,
pode ser significativamente potencializado por mudangcas em outros fatores de
risco como composigao dietética e perda de peso (THOMPSON et al., 2003).

Recente estudo prospectivo com 2357 homens (de idade média de 72 anos)
demonstrou que mudancgas no estilo de vida, como a prética regular de atividade
fisica, associada ao controle de peso corporal e de pressao arterial e da auséncia
de uso de cigarro, estdo associados ndo somente ao aumento de excepcional
longevidade desses homens quanto a sua qualidade de envelhecimento (YATES et
al., 2008).

A prética de atividade fisica regular promove em seres humanos redugéo
dos niveis plasmaticos de TG e aumento dos niveis de HDL-c; no entanto, ndo é
capaz de promover redugdes significativas nas concentragdes de LDL-c (SPOSITO
et al., 2007).

Estatisticas demonstram que o risco relativo de doengas coronarianas
associadas com a inatividade fisica quase duplica; o que representa fator de risco
importante comparado aos observados com o colesterol alto, hipertensédo e fumo
(Heart Disease and Stroke Statistics, 2006), tendo um importante impacto na saude
publica. Ao contrario, individuos ativos chegam a economizar, em média,
quinhentos ddélares por ano em saude nos EUA (Doencas crénico-degenerativas e

obesidade: Estratégia Mundial sobre Alimentagcédo Saudavel, 2003).



Segundo as recomendagdes do American Heart Association (AHA) e
American College of Sports Medicine (ACSM) de 2007 todos adultos saudaveis
entre 18 e 65 anos precisam se engajar em atividade fisica aerébica moderada por
no minimo 30 minutos, cinco vezes por semana, ou intensidade vigorosa por no
minimo vinte minutos, trés vezes por semana; podendo mesclar as intensidades
com o objetivo de alcancar as recomendac¢des (HASKELL et al., 2007).

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem que além dos conhecidos
beneficios promovidos pelo exercicio fisico aerébico na modificacdo de vérios
fatores de risco, como melhora na distribuicdo da gordura corporal e controle da
obesidade, aumento da sensibilidade a insulina, melhora no perfil lipidico e redugéo
da presséo arterial em hipertensos; outros mecanismos diretamente relacionados
com a homeostasia vascular tém sido sugeridos.

Trabalhos realizados com animais experimentais e humanos demonstram
gue o exercicio fisico moderado é capaz de melhorar o balango do status oxidativo
da célula, pelo aumento da expressdo de enzima como a NO sintase endotelial
(eNOS) (PYNN et al., 2004), aumento das defesas antioxidantes (IGNARRO et al.,
2006), com consequente aumento da biodisponibilidade de agentes
vasodilatadores importantes na homeostasia vascular, como o NO (NIEBAUER et
al., 2003; LEWIS et al., 1999; NAPOLI et al., 2004).

Paradoxalmente a sobrecarga oxidativa que o exercicio fisico promove
(LEAF et al., 1999), trabalhos tém demonstrado, em animais experimentais
(MEILHAC et al., 2001; LEEUWENBURGH & HEINECKE, 2001) e em humanos
(FINAUD et al, 2006; GOMEZ-CABRERA et al. 2008), que as defesas
antioxidantes sdo aumentadas pelo exercicio fisico moderado e regular.

Estudos em camundongos apoE™ tém demonstrado que apesar do exercicio
aerébio ser capaz de modificar varios fatores de risco cardiovasculares, como
reducdo da atividade inflamatéria e melhora no status oxidativo do vaso, o perfil
lipidico ndo é muito influenciado com treinos moderados de esforco (PYNN et al.,
2004; PELLEGRIN et al., 2007; OKABE et al., 2007).

Visto que o desenvolvimento de aterosclerose e senescéncia vascular
relacionam-se, em parte, por um desequilibrio da atividade oxidativa do vaso
sanguineo, e que o treinamento aerdbico moderado favorece o aumento das
defesas antioxidantes, com reducgéo do estresse oxidativo em longo prazo, espera-

se que o treinamento aerébico moderado possa influenciar no desenvolvimento do



processo aterosclerético nos animais apoE”, retardando o desenvolvimento

precoce de senescéncia vascular desses animais.



OBJETIVOS




2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

- Verificar a capacidade de treinamento e os efeitos do mesmo em camundongos

ateroscleréticos (apoE™).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Comparar a capacidade fisica de camundongos apoE™ aos seus controles C57;

- Comparar a senescéncia de células vasculares de camundongos apoE” com os
animais C57;

- Verificar a influéncia do treinamento fisico na evolucdo da senescéncia celular
vascular de camundongos apoE”;

- Verificar a influéncia do treinamento fisico na area de leséo aterosclerdtica dos
animais apoE” sedentérios e controles;

- Verificar a influéncia do treinamento aerdbio nas medidas hemodinamicas, perfil

lipidico, peso corporal e peso ventricular dos animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6 e transgénicos
Knockout para apolipoproteina E (apoE"') machos adultos de 4 %2 meses de idade.
Os animais eram provenientes de uma colbnia de criagdo de responsabilidade do
Laboratério de Transgenes e Controle Cardiovascular (LTCC) do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas no Centro de Ciéncias da Saude da
UFES. Os animais recebiam 4gua e racéo (Labina®) ad libitum, e permaneciam em
ambiente com controle de ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como controle de
temperatura (22+2°C) e umidade (70%). A utilizagdo, manuseio e o protocolo
experimental dos animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais Experimentais (CEUA).

Para o protocolo experimental, os animais foram divididos aos 4 % meses de
idade em quatro grupos experimentais (Organograma abaixo), sendo dois grupos

submetidos a treinamento aerdbico e dois grupos sedentarios, alocados em gaiolas

’”\

Grupos ExperimentaisJ

individuais.

n=42

C57BL/6
n=18

Sedentério (S) Treinado (T) Sedentério (S) Treinado (T)
n=09 n =09 n= 10 n=14

Organograma: O organograma dos grupos experimentais mostra a subdivisdo dos

’/\

grupos sedentérios (S) e treinados (T) nas respectivas linhagens de camundongos.



3.2 PROTOCOLO DE TESTE MAXIMO DE ESFORCO

Os protocolos de teste de esforco maximo e programa de treino foram
realizados em esteira ergométrica propria para roedores (Insight- figura 1) com 6
baias individuais, cujas dimensdes de altura, largura e comprimento correspondem

a 15x10x50cm, respectivamente.

Figura 1: Esteira Ergométrica

O protocolo de teste de esforco méximo foi realizado em trés momentos
distintos: previamente as sessdes de treinamento, com o proposito de calcular a
intensidade de esfor¢o a ser realizado no treinamento; apos a 3% semana de treino,
com o objetivo de redimensionar a intensidade de esfor¢co; e ao fim de cinco
semanas de treino para se medir o efeito do treinamento alcangado com o
protocolo de treino. O teste foi iniciado com velocidade de 5 m/min e a cada 3
minutos havia um incremento de 2,5 m/min até a exaustdo do animal. A angulacéo
da esteira foi fixada em 5° e a velocidade méaxima alcangada foi determinada pelo
momento em que 0 animal passou a recusar a correr, independente do estimulo
aversivo da placa de choque liberado pelo aparelho, permanecendo mais de 10
segundos consecutivos em contato com a placa (adaptado de DESAI et al. 1997).



3.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO AEROBICO

O protocolo experimental est4 apresentado na figura 2.

Adaptacao (10min- Treino completo: Eutanasia e
5m/min) e 60 minutos . protocolos
Teste Esforco 50-70% Vel. méax. Treino Completo experimentais

52 semana 62 semana 72 semana

42 semana

2% semana 3% semana

12 semana

Treino Progressivo: Treino completo Treino completo
12 dia: 10 min e Teste Esforco e Teste Esforco
52 dia: 50 min

0-70% Vel. max.

Figura 2: Sequéncia temporal do protocolo de treinamento.

Inicialmente, todos o0s animais tiveram um periodo de adaptacdo ao
ambiente da esteira ergométrica. Esse periodo correspondeu a quatro dias
consecutivos, 10 minutos por dia em velocidade de 5m/min.

O protocolo de treinamento de corrida correspondeu a sessdes de 60
minutos diarios, 5 vezes por semana durante 5 semanas. Os treinos eram
realizados preferencialmente por volta das 10h da manhd, horario que os animais
se encontram mais propensos a atividade dentro da fase diurna do ciclo circadiano
dos mesmos (LI et al., 1999). O treino foi realizado em intensidade de 50 a 70% da
velocidade maxima alcancada no teste de esforco previamente realizado, o que
correspondeu a uma intensidade moderado-baixa (De ANGELIS et al, 2004). Nos
primeiros 5 minutos do treino a velocidade de corrida era incrementada de forma
gradual até se chegar a velocidade desejada de treino.

A primeira semana de treino foi realizada de forma que no primeiro dia o
tempo de corrida foi de 10 minutos de duragéo, e a cada sess&o consecutiva esse
tempo era acrescido em 10 minutos, finalizando no 5° dia com sessdo de 50

minutos. As demais quatro semanas corresponderam a sessdes de 60 minutos




diarios de treinamento. Apds a 32 semana de treino, foi realizado novamente um
teste de esforco méximo para redimensionar a carga de trabalho.

Foi utilizado como incentivo de corrida o contato do proprio pesquisador e
uma espuma localizada atrds da esteira; com isso, evitando o contato dos animais
com as barras de choque, com voltagem de 150 v e que emitem estimulos
aversivos de no maximo 3 mA. Esses foram minimamente usados durante o
periodo de aclimatagéo e nos testes maximos (DESAI et al., 1997).

O grupo controle, com excec¢do dos periodos de adaptacdo e dos testes de
esforgo inicial e final, permaneceu contido huma caixa de mesmas dimensodes a da
esteira ergométrica, proxima & mesma e no mesmo periodo do treinamento,

promovendo, com isso, 0 mesmo ambiente de estudo dos animais de treino.

3.4 MEDIDAS HEMODINAMICAS

Procedimento Cirurgico

Ao fim do treinamento e do teste de esforco maximo pds-treino, os animais
foram anestesiados com mistura de Ketamina (91 mg/kg) e Xilazina (9,1 mg/Kg), i.p
para inser¢cdo de um cateter na artéria cardtida para realizagdo de medidas de
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Com o auxilio de uma
lupa cirdrgica (Opto Eletrénica S/A, modelo 2002, Brasil), a artéria carotida direita
foi separada do tecido conectivo e inserida um cateter de microrrenathane 040.D x
0251.D esticada por aquecimento para reducdo do limem (Braintree Scientific,
USA). O cateter foi preenchido com solucdo salina a 0,9% heparinizada e ocluido

com pino de metal.

Protocolo Experimental
ApGs 48 h do procedimento cirlrgico, o cateter arterial foi conectado a um
transdutor de pressdo ligado a um sistema de aquisicdo de dados (BIOPAC

Systems, USA) para medida de PAM e FC no animal acordado.



Figura 3: Registro animal acordado

3.5 ANALISE DE SENESCENCIA VASCULAR

ApGs a realizacdo das medidas hemodinamicas, o0s animais foram
anestesiados com tiopental sodico (100mg/Kg, ip), e posteriormente realizada uma
incisdo toracica de forma a expor o coragdo para a retirada de sangue e realizacéo
da perfuséao tecidual. Para execucédo da perfusao fez-se uma incisao no atrio direito
e em sequéncia infundiu-se 40 ml de salina tampéo fosfato (PBS: 0,1 M; pH 7,4) no
ventriculo esquerdo, seguido de 20 ml de formaldeido (4%). Ao término da
perfusdo, o coracdo, a &arvore aodrtica, e seio carotideo foram removidos
cuidadosamente e armazenados em recipientes contendo formaldeido a 4% até o
momento da preparacao dos tecidos (NOGUEIRA et al., 2007).

O arco adrtico foi, entdo, aberto longitudinalmente, com o auxilio de uma
lupa cirdrgica (Opto Eletrdnica S/A, modelo 2002, Brasil) e fixado em placas de
E.V.A. com clipes de ago (produzidos artesanalmente), de forma a expor a parte
intima do vaso, permitindo o contato com a solugéo X-gal.

A solugédo X-gal, pH 6.0 (SA B-gal) consistiu de: 150mM de NaCl, 2mM de
MgCl,, 5mM de Kz 5mM de K, 40mM de Acido Citrico, 12mM de Na,HPO, 1mg/mL
X-gal (IKUSHIMA et al, 2006), preparada imediatamente ao procedimento. Os

vasos, previamente preparados, foram entdo incubados, em estufa a 37° C, na



solucdo por tempo médio de 18 horas. Em seguida, os vasos foram lavados por
duas vezes em PBS, e foram feitas capturas das imagens com camera digital
Cannon Rebel XTI, 10.1 megapixels, com auxilio de um tripé, para posterior
andlise. Foi utilizado o software de analise de imagem Image J que determinou a
area corada (coloragcédo azul) da area senescente ao longo da aorta até a regido

proxima das artérias renais.

1,36 emH,0 = 1 mmHg

136 6mH,0 = 100 mmHE™

Figura 4: Sistema de perfuséo sob pressdo controlada de acordo com a variagao
da altura da coluna hidrostatica (1,36 cm H20 = 1 mmHg). No alto vemos em maior

detalhe o frasco de Mariotti.

3.6 ANALISE DE LESAO ATEROSCLEROTICA

ApOs o protocolo da senescéncia vascular, as amostras foram coradas com
Oil-red para verificacdo de presenca de lipidios no vaso, e entdo feita capturas das
imagens e quantificacdo da &rea corada do arco adrtico pelo software de analise de

imagem Image J



3.7 MEDIDA DE COLESTEROL PLASMATICO E TRIGLICERIDES

Ao término do protocolo experimental, o sangue do animal foi coletado pelo
plexo orbital ou por sangria do éatrio direito, em eppendorf heparinizado,
centrifugado em 4000 rpm por 10 minutos e o plasma congelado para posterior

analise de colesterol e triglicérides total pelo Kit Bioclin (MG, Brasil).

3.8 MEDIDA DE PESO VENTRICULAR

Apés a remocdo do arco adrtico para a analise da senescéncia, o coragao
foi entdo limpo e removido os &trios e pesado somente os ventriculos Umido e

seco, e corrigido pelo peso corporal.

3.9 MEDIDA DE PESO CORPORAL E CONTROLE ALIMENTAR

Foi realizado semanalmente um acompanhamento de peso corporal e
consumo meédio de ragdo e agua ao longo de todo o protocolo de treinamento. Os
animais eram pesados em balan¢ga (OHAUS, capacidade 310g) no ultimo dia de
cada semana, antes da sessao de treino. As medidas de ingestédo de racdo e agua
eram realizadas 3 vezes por semana, e posteriormente feita uma média de

consumo diario.

4.0 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos com média + EPM. Para analise estatistica, foi
usada ANOVA de 2 vias, seguida do post hoc de Fisher,com* p <0,05vs apoE S
e# p<0,05vsC57.
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4. RESULTADOS

4.1 DADOS PONDERAIS E CONSUMO DE RACAO E AGUA

A tabela 1 apresenta os valores de peso corporal antes (Pré-treino) e depois
(P6s-treino) do protocolo de treinamento, peso ventricular seco e razao peso
corporaliventricular, além da média de consumo diario de racéo e agua.

Como observado, o peso corporal dos animais nao foi diferente entre os
quatro grupos, tanto no inicio quanto ao fim do protocolo de estudo; e ndo houve
diferenca no peso seco dos ventriculos e nem na razdo deste pelo peso corporal
nos animais treinados comparados aos controles sedentérios, provavelmente pelo
protocolo utilizado ter sido de exercicio moderado.

A média diaria de consumo de racdo e 4gua também foi similar entre os

grupos, ndo sendo influenciado pelo programa de treinamento.

Peso Corporal (g) Peso Peso Ventricular/  Consumo Consumo
Ventricular peso corporal de Racédo de Agua
Grupo Pré-treino  P6s Treino (mq) (mg /kg) (g/dia) (ml/dia)
c57 S 31,4+06 29,7+0,6 29,4+1,3 0,98 + 0,04 3,6+0,1 8,4+04
(n=12) (n=12) (n=10) (n=10) (n=6) (n=6)
Cc57 T 30,5+0,7 29,5+0,5 27,4+0,8 0,93 £ 0,03 3,6+0,2 9,0+0,2
(n=13) (n=13) (n=10) (n=10) (n=7) (n=7)
apoE S 30,7+05 29,7+04 28,3+1,0 0,96 + 0,03 3,9+0,3 8,8+0,3
(n=12) (n=12) (n=9) (n=9) (n=7) (n=7)
apoE T 299+04 29,6+0,2 285+1,3 0,95 + 0,04 3,9+0,2 8,5+0,2
(n=17) (n=17) (n=12) (n=12) (n=10) (n=10)

Tabela 1: Médias do peso corporal, peso ventricular, razdo peso ventricular/peso
corporal, consumo de &gua e racdo dos animais apoE” e C57 sedentérios e

treinados. Os valores estdo expressos como média + EPM.
4.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMODINAMICOS

Os animais ateroscleréticos apresentaram niveis plasmaticos de colesterol
total significativamente superior aos animais C57, confirmando a validade do
modelo experimental. Os niveis de triglicérides estdo aumentados nos animais

apoE™’" e o exercicio fisico os reduziu para valores préximos dos animais controles.



Os niveis de FC e PAM também néo foram diferentes entre os grupos, e o0
protocolo de treino realizado n&o influenciou esses parametros, mantendo valores

similares nos quatro grupos.

Paréametro C57 S Co57T apoE S apoE T
cT 161 + 16 102 +12 646 + 75## 664 + 664##
(n=4) (n=7) (n=4) (n=8)
TG 52+9 69 +10 143 + 54# 86 + 12**
(n=4) (n=7) (n=4) (n=8)
PAM 107+ 3 114 +2 109 +3 102 +4
(n=3) (n=6) (n=5) (n=5)
FC 503 +3 543 + 18 617 £33 628 + 47
(n=3) (n=6) (n=5) (n=5)

**p<0,01vs apoE S
#p<00lvsC57SeT

Tabela 2: Medidas de colesterol total (CT), triglicérides (TG), presséo arterial
média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) dos animais C57 e apoE™ sedentérios e

treinados. Os valores estdo expressos como média + EPM.

4.3 VELOCIDADE MAXIMA ALCANGADA PELOS ANIMAIS NO TESTE DE
ESFORCO ANTES E APOS O PERIODO DE TREINAMENTO

A velocidade maxima alcancada, pelos animais de 4 %2 meses de idade, no
teste de esfor¢co antes do periodo de treinamento (pré-treino) foi similar entre os
dois grupos, com valores de 27 £ 2 m/min e 25 + 1m/min para os animais C57
sedentérios (S) e treinados (T), respectivamente; e 29 £+ 1 m/min e 26 + 1 m/min,
para os animais apoE”" S e T, respectivamente.

Apls as sessOes de treinamento, a velocidade méaxima alcancada (pés-
treino) pelos animais foi significativamente aumentada nos animais submetidos ao
treinamento aerdbico comparado com o grupo controle. Os animais C57
alcancaram velocidade de 27 + 1,0 m/min e 34 + 1,7 m/min nos grupos sedentarios
e treinados, respectivamente; e os animais apoE™ alcancaram velocidade de 29 +
1,2 m/min e 37 £ 1 m/min nos grupos sedentarios e treinados, respectivamente;
com ganhos percentuais de 36 e 42% para o grupo C57 e apoE” treinados,

respectivamente.
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Figura 5: Valores de velocidade (m/min) maxima alcancada no teste de esforco
antes (pré-treino) e apos (pds-treino) o periodo de treinamento, de camundongos

C57 e apoE™ sedentarios e treinados. Os valores indicam média + EPM.

4.4 DISTANCIA MAXIMA ALCANGCADA PELOS ANIMAIS NO TESTE DE
ESFORCO ANTES E APOS O PERIODO DE TREINAMENTO

Assim como a velocidade, a distancia méxima percorrida pelos animais no
teste de esfor¢co antes do periodo de treinamento (pré-treino) foi similar entre os
grupos, com valores de 455 + 47 m e 391 £ 19 m para os animais C57 S e T,
respectivamente; e 515 + 43 m e 429 + 31 m para os animais apoE” S e T,
respectivamente.

Com o treinamento, a distancia maxima percorrida pelos animais também foi
aumentada nos grupos treinados, com valores de 448 + 32 m e 689 + 67 m para 0s
animais C57 sedentérios e treinados, respectivamente; e valores de 493 + 40 m e

786 = 33 m para 0s animais apoE"' sedentarios e treinados, respectivamente.
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Figura 6: Valores de distancia (m) méaxima alcangada no teste de esfor¢co antes
(pré-treino) e apds (pbs-treino) o periodo de treinamento, de camundongos C57 e

apoE"' sedentarios e treinados. Os valores indicam média + EPM.

Esses resultados demonstram que os animais apoE” machos de 4 % de
idade, antes do protocolo de treinamento, apresentaram a mesma capacidade de
corrida dos animais C57; e que o incremento de performance fisica obtida pelos
animais treinados C57 e apoE’ foi similar, com ganho percentual na velocidade
maxima (36 e 42% para os animais C57 e apoE”, respectivamente) e distancia
maxima (75 e 90% para os animais C57 e apoE”", respectivamente) alcancados no
teste de esfor¢o pos-treino.

Interessante observar que além do condicionamento fisico inicial ser similar
entre os animais C57 e apoE"', o treinamento foi eficaz em ambos os grupos, com
um aproveitamento até maior dos animais apoE”, demonstrando a boa

treinabilidade dos animais ateroscleréticos comparado aos controles.
4.5 AREA DE LESAO ATEROSCLEROTICA

A é&rea de lesdo placa aterosclerética foi estatisticamente superior nos

animais apoE™ comparados com os animais controle C57 (apoE-/- sedentério : 4,5



+ 0,5 e treinado: 5,1 + 0,7 x C57 sedentario: 1,3 + 0,2 e treinado: 1,8 = 0,3);
confirmando o modelo experimental de aterosclerose. No entanto, o programa de

treinamento utilizado ndo reduziu a area de lesdo aterosclerdtica dos animais

treinados.
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Figura 7: Area de lesdo de placa aterosclerética no arco adrtico de animais C57 e

apoE™ sedentarios e treinados. Valores expressos como média + EPM.
4.6 ANALISE DE SENESCENCIA VASCULAR
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Figura 8: Area de coloracdo SA B-gal da artéria aorta de camundongos apoE” e

C57 sedentarios e treinados. Valores expressos como média + EPM.



Assim como a &rea de placa presente nos animais apoE”, a area de
senescéncia celular na artéria aorta foi significativamente maior comparado com os
animais C57 (apoE sedentario: 4,9 + 2,1 e treinado: 3,9 + 1,2 x C57 sedentério: 0 +
0 e treinado: 0,05 £ 0,05), sendo mais evidenciada a area de senescéncia no arco
aértico, coincidentemente o local de maior incidéncia de leséo aterosclerotica (fig.
7) encontrada em animais apoE”" de 6 meses de idade.

O programa de treinamento utilizado no presente estudo néo reduziu a area
de senescéncia vascular nos animais apoE™ treinados, embora possamos observar

uma tendéncia de reducéo.

4.7 FOTOS REPRESENTATIVAS DAS AREAS DE SENESCENCIA E LESAO
ATEROSCLEROTICA

Sedentario Treinado
C57

apoE

Figura 9: Fotos representativas de senescéncia vascular e leséo aterosclerotica de
animais C57 e apoE™ sedentarios e treinados.
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados deste trabalho s&o: a) os animais apoE”
apresentaram senescéncia celular na artéria aorta, coincidentemente na area de
lesdo aterosclerética; b) o programa de treino utilizado ndo alterou a area de
senescéncia vascular assim como ndo reduziu a area de lesao aterosclerética, no
entanto, observou-se uma tendéncia de reducdo de senescéncia vascular c) os

-

animais apoE™ apresentaram a mesma capacidade de corrida dos animais C57

aos 4 ¥ meses de idade; d) os camundongos apoE™

tiveram o mesmo ganho de
capacidade fisica com o treinamento na esteira que os animais C57, enfatizando a
boa treinabilidade dos animais ateroscleroticos.

Apesar de inumeros estudos histologicos de lesdes ateroscleréticas de seres
humanos terem mostrado a presenca de células vasculares com caracteristicas
morfoldgicas de células senescentes (GORGOULIS et al., 2005; MINAMINO et al.,
2002; MINAMINO et al., 2007), estudos utilizando animais ateroscleréticos, como o
camundongo apoE"' , ainda sé&o escassos na literatura.

Os resultados aqui apresentados confirmam a presenca de senescéncia em
células vasculares de camundongos apoE™ de 6 meses de idade (KUNIEDA et al.,
2006), concomitante com a presenca de lesdo aterosclerética. Como observado
nas fotos ilustrativas (fig.9), tanto a area de senescéncia quanto a de leséo
aterosclerotica se apresentam preferencialmente na regido do arco adrtico, embora
possamos também observa-las na bifurcacédo da artéria renal, locais esses de fluxo
sanguineo alterado.

A localizagdo da senescéncia em sitios preferenciais de leséo
aterosclerotica ja € bem demonstrada na literatura. Parece que o numero de
replicacdes celulares que ocorre na parede do vaso ndo esta somente relacionado
com a idade cronol6gica do tecido, mas também com o estresse bioquimico e
hemodindmico da arvore arterial (ERUSALIMSKY & KURZ, 2005), de forma que os
fatores que participam no desenvolvimento da aterosclerose parecem estar
envolvidos com o desenvolvimento da senescéncia.

Trabalhos demonstram que tanto células musculares lisas (MATTHEWS et
al., 2006; KUNIEDA et al., 2006) quanto células endoteliais (MINAMINO et al.,
2002) de areas de lesdo aterosclergtica de tecidos humanos apresentam

caracteristicas morfologicas e expressam genes relacionados com a senescéncia,



demonstrando o envolvimento da mesma no desenvolvimento e progresséo da
doenca. Embora nédo verificamos o tipo de tecido envolvido na senescéncia
vascular encontrada nos animais apoE™, células endoteliais senescentes s&o
frequentemente encontradas em superficies de placa aterosclerética, enquanto que
células musculares lisas com caracteristicas senescentes sdo geralmente
detectadas na intima de lesdes mais avancadas (MINAMINO et al., 2004).

De acordo com o curso temporal do desenvolvimento das lesdes nos

animais apoE”

, & partir de 20 semanas de idade pode-se observar inicio de
formacdo de lesdes fibréticas ricas em células musculares lisas (NAKASHIMA et
al., 1994; JAWIEN et al., 2004), o que nos permite pensar que as células
senescentes encontradas no presente estudo possam ser tanto células endoteliais
quanto células de musculo liso vascular. Trabalho j& realizado com camundongos
apoE” de 6 meses de idade mostrou que a maioria das células senescentes,
detectada pela maior atividade enzimética da SA [-gal, eram células de musculo
liso vascular de areas de lesdo aterosclerética, embora ndo descartam a
possibilidade de também serem células endoteliais (KUNIEDA et al., 2006).

O endotélio vascular geralmente tem reduzida capacidade replicativa, no
entanto, estudos em animais experimentais mostram que em locais de transigéo
vascular, como bifurcacdes e ramificacdes vasculares, h4 aumento da replicacdo
celular, provavelmente no intuito de manter a integridade do vaso (ERUSALIMSKY
& KURZ, 2005). Estudo com modelo de desendotelizagcédo de artérias carotidas de
coelho mostrou que a resposta proliferativa decorrente da injdria intraluminal leva a
um acumulo marcante de células endoteliais e musculares lisas senescentes,
fornecendo uma provavel implicagdo deste fendbmeno nas fisiopatologias
vasculares, como a aterosclerose (FENTON et al., 2001).

Além do mais, o endotélio estd constantemente exposto a uma variada
sobrecarga oxidativa, proveniente de metabdlicos de macréfagos ativos,
lipoproteinas modificadas e espécies reativas de oxigénio produzidas no préprio
vaso, que podem acelerar o processo de senescéncia (ERUSALIMSKY & KURZ,
2005), assim como determinar o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas.
Apesar de ndo ter sido determinado o nivel de estresse oxidativo no tecido

 mostram elevados niveis de estresse

estudado, trabalhos com animais apoE
oxidativo e disfuncdo endotelial na regido do arco adrtico, 0 que nos permite inferir

a sua participacdo no desenvolvimento da senescéncia e aterosclerose



encontrados no presente estudo (NIEBAUER et al., 1999; PELLEGRIN et al., 2007,
OKABE et al., 2007).

Dados indicam uma ligagdo entre o estresse oxidativo e redugdo do
teldmero em células vasculares (MINAMINO et al., 2004; XU et al., 2000), assim
como manifestacdo da atividade SA [3-gal (MINAMINO et al., 2007; XU et al.,
2000). A homocisteina, um dos fatores de risco para aterosclerose (ROSS R.
1999), aumenta o indice de encurtamento do telédmero e acelera a senescéncia
endotelial (XU et al., 2000), assim como ja foi mostrado que o LDL oxidado inativa
a atividade da telomerase em células endoteliais (BREITSCHOPF et al.,, 2001).

De fato, estudos recentes tém demonstrado mecanismos dependentes de
espécies reativas de oxigénio (ROS) no desenvolvimento da senescéncia de
células endoteliais (HAENDELER et al., 2004; XU et al., 2000), sendo inibida,
contudo, quando tratada essas células com 6xido nitrico (HAYASHI et al., 2006) e
antioxidantes como a catalase (XU et al, 2000). Do mesmo modo, o
desenvolvimento da aterosclerose parece compartilhar dos mesmos mecanismos
desencadeadores do processo de senescéncia induzida por estresse
(HARRINSON et al., 2003; HAYASHI et al., 2006); e apesar de n&o estar claro que
funcdo o envelhecimento celular tem no processo de desenvolvimento da
aterosclerose, parece que o mesmo participa do desenvolvimento da doenca, pois
esta aumenta com o avancar da idade (XU et al., 2000).

Considerando a interagdo do status oxidativo no processo de senescéncia e
aterosclerose, e conhecendo-se a importancia da préatica da atividade fisica na
prevengcdo e tratamento das doencgas cardiovasculares e aterosclerose
(SHEPHARD & BALADY, 1999; THOMSON et al.,, 2003), este trabalho teve o
intuito de determinar a capacidade fisica dos animais apoE™ e verificar se a
realizac@o de exercicios aerobios em esteira ergométrica era capaz de interferir na
homeostasia vascular e no desenvolvimento da doenca.

A principio, a capacidade fisica dos animais apoE” nao foi diferente dos
animais controles aos 4 %2 meses de idade, o que diverge de estudos ja realizados
em camundongos apoE” fémeas em que mostraram significativa reducdo de
capacidade de corrida em animais acima de 2 meses de idade (MAXWELL et al.,
2001). Dois fatores podem estar influenciando essa diferenga: primeiramente, o

protocolo de esforgo utilizado para avaliar a capacidade de corrida foi ligeiramente



diferente, uma vez que os autores utilizaram uma angulagdo maior na esteira
ergometrica com incremento na velocidade de 1m/min, e segundo que o nivel de
colesterol plasmatico dos animais apoE”" fémeas é surpreendentemente superior
aos valores encontrados em animais machos sem dieta hipercolesterolémica, como
observado no presente estudo e na literatura em geral (NOGUEIRA et al., 2007;
PYNN et al., 2004).

Apés o treinamento de 5 semanas, tanto os animais C57 quanto os apoE™
treinados apresentaram uma melhora na capacidade de corrida comparado aos
respectivos sedentarios (NIEBAUER et al., 2003; NIEBAUER et al., 1999; De
ANGELIS et al, 2004), confirmando a eficiéncia do protocolo de treino.
Interessante notar que o ganho apresentado pelo grupo apoE” foi similar ao do
grupo C57 (NIEBAUER et al., 1999), mostrando que os animais ateroscleroticos
responderam tdo bem ao programa de treinamento quanto os animais controles.

A velocidade e a distancia maxima alcancada em teste de esforco vém
sendo bastante utilizadas como medidas indiretas da avaliacdo da capacidade
fisica de animais experimentais (De ANGELIS et al., 2004; MAXWELL et al., 1998;
NIEBAUER et al., 1999). Além de ser de mais facil acesso, apresenta uma boa
associacdo com a medida do consumo maximo de oxigénio em camundongos
(FERREIRA et al., 2007; SCHEFER & TALAN, 1996), assim como ha uma boa
correlacdo (r= 0.809) entre a capacidade de corrida com niveis de citrato sintase
(NIEBAUER et al.,, 1999), indicador esse diretamente relacionado com a
capacidade oxidativa muscular (PELLEGRIN et al., 2007; EVANGELISTA et al.,
2003).

A bradicardia de repouso e a hipertrofia cardiaca também s&o indicadores
utilizados na avaliacdo de condicionamento fisico de animais experimentais
(PELLEGRIN et al., 2007; EVANGELISTA et al.,, 2003; De ANGELIS et al. 2004;
KAPLAN et al., 1994). O presente estudo, contudo, ndo pode verificar alteragcéo
desses parametros nos animais aterosclerdticos e controles exercitados (SHIMADA
et al., 2007; OKABE et al., 2007; NIEBAUER et al., 1999; NIEBAUER et al., 2003),
apesar de se ter observado uma boa treinabilidade desses animais pelo aumento
da distancia percorrida no teste de esforco.

Dados na literatura sdo controversos em relagdo a hipertrofia cardiaca em
camundongos, pois este parametro depende fortemente do tipo de exercicio

utilizado, duracgéo e intensidade do treino. Geralmente trabalhos com nata¢gdo sdo



mais indicados em induzir hipertrofia cardiaca, principalmente em regimes de treino
de maior duragédo (EVANGELISTA et al., 2003; PELLEGRIN et al., 2007), apesar
de existirem trabalhos com natacdo que ndo mostrem o mesmo resultado (OKABE
et al., 2007; SHIMADA el al., 2007).

A auséncia de bradicardia, contudo, nos leva a questionar se a intensidade e
o tempo de treino realizado no estudo ndo foram suficientes em promover
adaptacfes ao nivel de sistema nervoso autbnomo. Embora programa similar de
treino, em animais C57, tenha mostrado reducéo de FC apds 4 semanas de treino
(De ANGELIS et al., 2004), a velocidade maxima de treino utilizada por eles foi
relativamente superior ao do presente estudo (15-21 m/min) o que correspondeu a
50-70% da velocidade maxima de corrida do teste de esforco. Ao contrario, 0s
animais do presente estudo treinaram no limite inferior da intensidade proposta (14-
17 m/min), o que correspondeu a aproximadamente 50-60% da velocidade maxima
alcancada nos testes de esforco. No entanto, vale ressaltar que evitamos, ao
maximo, o uso da placa de choque como estimulo de corrida, respeitando a
progressdo natural do condicionamento fisico dos animais, 0 que nos permite
afirmar que os animais exercitados no presente estudo realizaram trabalhos dentro
do padréo de treinamento desejado.

Recente trabalho publicado com camundongos C57 mostrou bradicardia de
repouso e melhora na capacidade fisica nos animais exercitados com treinamento
aerdbico de 8 semanas em esteira ergométrica, em velocidade de 15 a 19 m/min,
representando 60% da velocidade méxima alcangcada no teste de esforco,
(FERREIRA et al.,, 2007). Apesar da intensidade de treino e a melhora do
condicionamento fisico dos animais terem sido similares ao presente trabalho, a
duracao do protocolo por eles utilizado foi relativamente quase o dobro e o método
de medida de FC foi indireto, realizado por plestimografia, o que pode ter
influenciado na divergéncia dos resultados. Espera-se que com um protocolo mais
longo de treino, as respostas bradicardicas possam aparecer, mesmo com
intensidades mais baixas de treino. Do mais, ndo podemos desconsiderar que a
intensidade de treino realizado no presente estudo n&o promoveu respostas
adaptativas ao nivel vascular, pois trabalhos tanto em humanos quanto em animais
experimentais mostram que t&o logo se inicia um programa de treinamento fisico

leve-moderado observa-se modificagées no funcionamento vascular.



Vale lembrar que as respostas fisiologicas induzidas com treino de natacéo
ndo sdo necessariamente observadas em outros tipos de exercicio como a esteira
ergometrica, devido ao efeito da pressdo da &gua, utlizacdo de diferentes
musculos e reducgéo do efeito da gravidade (PELLEGRIN et al., 2007).

O uso da esteira ergométrica no presente estudo justifica-se por ser um
modelo padréo de indugdo controlada de estresse em humanos e animais
experimentais, que permite a manipulagéo, controle e uniformidade da intensidade
de treino, além da possibilidade de realizacdo de um teste de esfor¢co. A maior
desvantagem, contudo, é a dificuldade de estimulacdo de corrida dos animais,
sendo, geralmente utilizado placas de choques como estimulo aversivo
(BERNSTEIN, 2003; Resource book for the design of animal exercise protocol,
2006). No entanto, evitou-se 0 uso do mesmo no presente estudo, utilizando-se
espumas protetoras que impediam o contato constante do animal com a placa de
choque, evitando, com isso, um estresse diario para 0s animais.

O protocolo de treino utilizado ndo alterou o peso corporal dos animais
exercitados (De ANGELIS et al., 2004; NIEBAUER et al.,, 1999; OKABE et al.,
2007; PYNN et al, 2004), assim como 0s mesmos nao alteraram 0 consumo
alimentar nem a ingestdo de Agua ao longo do experimento, comparados aos
animais sedentarios. Apesar de o treinamento fisico aumentar o gasto energético
dos animais, o protocolo de treino utilizado foi de baixo-moderada intensidade e os
animais ndo apresentavam perfil de obesidade, de forma que ndo esperdvamos
reducao significativa desses parametros. Do mesmo modo o consumo alimentar e
ingestdo de agua nao foi diferente entre os animais C57 e apoE™ (WOOLLETT et
al., 1995).

Como esperado os animais apoE’ apresentaram niveis elevados de
colesterol plasmatico (NOGUEIRA et al., 2007; JAWIEN et al,, 2004; MEIR &
LEITERSDORF, 2004; NAKASHIMA et al., 1994), o que condiz com o modelo
experimental; e também niveis elevados de triglicérides (JAWIEN et al., 2004;
PLUMP et al, 1992; REDDICK et al, 1994), embora alguns estudos néo
demonstrem aumento destes nesses animais (PYNN et al., 2004; MAZZOLAI et al.,
2006). Treinamento fisico em camundongos apoE”" geralmente nao altera os niveis
de colesterol plasmatico, assim como observado no presente estudo (PELLEGRIN
et al., 2007; OKABE et al.,, 2007; SHIMADA et al., 2007; PYNN et al., 2004;

YOUNG et al., 2004), no entanto, o protocolo de treino reduziu significativamente



os triglicérides dos animais apoE”, normalizando-os para valores similares aos
animais controles.

Trabalhos em humanos demonstram melhora no perfil lipidico, independente
de alteracéo de peso corporal (HALVERSTADT et al.,, 2007) e em associagédo a
outras intervencdes como dieta (VARADY & JONES, 2005; LEON & SANCHES,
2001), sendo capaz de aumentar os niveis de colesterol HDL, e reduzir colesterol
total, LDL e TG. No entanto, algumas controvérsias existem em relagdo ao poder
da atividade fisica aerébia na modificacdo do perfil lipidico. Dados de metas-
analises com variados tipos de populac¢@es divergem entre si, nho entanto reafirmam
que apesar de variados resultados em relacdo a alteracdes do perfil lipidico com a
atividade fisica, os beneficios promovidos pela mesma vao além dessas alteragfes
(KELLEY et al., 2004; KELLEY et al., 2005; KELLEY & KELLEY, 2007).

Parece que em camundongos ateroscleréticos os beneficios promovidos
pela atividade fisica séo independentes das alteragfes lipidicas, embora se tenha
observado reducgdo nos triglicérides dos animais apoE” treinados. Reducédo da
atividade inflamatéria, melhoria na funcdo endotelial, aumento da atividade
antioxidante, aumento da biodisponibilidade do éxido nitrico e aumento da limpeza
(scavange) de anion superéxido séo alteracfes induzidas pelo treinamento aerdbio,
que favorece a homeostasia vascular de animais ateroscleréticos (PYNN et al.,
2004; PELLEGRIN et al., 2007; NIEBAUER et al., 1999; SHIMADA et al., 2007;
NIEBAUER et al., 2003; IGNARRO et al., 2006; NAPOLI et al., 2004).

O programa de treino realizado no presente estudo néo alterou a area de
lesé@o aterosclerética nos animais ateroscleréticos (NIEBAUER et al., 2003; OKABE
et al., 2007), mas observou-se uma tendéncia de reducdo da senescéncia da
artéria aorta do animal exercitado.

Geralmente os estudos que demonstram reducdo de area de lesdo em
animais ateroscleroticos utilizam, preferencialmente, a natagdo por periodo mais
longo e frequente de treino; além de utilizarem conjuntamente dieta aterogénica
(SHIMADA et al., 2007; OKABE et al., 2007; PELLEGRIN et al., 2007; NAPOLI et
al., 2004; NAPOLI et al., 2006; MEILHAC et al., 2001). De fato, Okabe e
colaboradores mostraram reducdo de placa de camundongos apoE’" exercitados
somente no grupo com dieta colesterolémica com protocolo de natacdo por 16
semanas, enquanto que os animais sem dieta ndo tiveram reducgéo de lesdo com

mesmo protocolo de treino (OKABE et al., 2007).



Parece que a influéncia do exercicio fisico na redugcdo da placa
aterosclerotica de camundongos depende, de alguma forma, da dieta aterogénica;
possivelmente pela mesma acelerar o processo de formagao da leséo, permitindo,
com isso, verificar os efeitos do treinamento no desenvolvimento da lesao. Isso nos
leva a pensar que se o treino fosse realizado por um periodo bem mais longo de
vida dos animais, provavelmente veriamos reduc¢des de area de lesdo na auséncia
de dieta. Estudos com pacientes aterosclerdticos coronarianos demonstram a
necessidade de programas de treino mais longo, de 4 a 6 anos, para que se possa
observar influéncia do mesmo em alteragdes anatdbmicas, como angiogénese e
reducdo de lesBes; embora ndo se deva esquecer que os beneficios do exercicio
fisico se apresentam tao logo se inicia o programa de treino. (GIELEN et al., 2001).

Evidéncias demonstram que quatro semanas de treino moderado em
individuos hipercolesterolémicos € capaz de aumentar a producdo basal de NO,
sem, no entanto, alterar o perfil lipidico; modulado, possivelmente, pelo aumento do
fluxo sanguineo e aumento do estresse de cisalhamento durante a realizacdo do
exercicio (LEWIS et al., 1999). De fato, estudos em humanos mostram que o
exercicio fisico aumenta a perfusdo miocérdica pelo aumento da expressdo da
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e superoxido dismutase extra-celular
(ecSOD), o que atenua a degradacdo prematura do NO pelos radicais livres,
favorecendo a homeostasia vascular tdo logo se inicia um programa de treino
(GIELEN et al., 2001; NEGAO & BARRETO, 2007).

Adaptagbes similares sdo encontradas em estudos com camundongos
submetidos a programas de treinamento aerdbio, em que apesar de ndo se
observar reducdes de area de placa, se observa melhoras na fungéo endotelial,
reducdo da atividade inflamatoria, aumento da expressdo e atividade da eNOS,
aumento de enzimas antioxidantes, com conseqiente aumento da disponibilidade
do NO (MEILHAC et al., 2001; OKABE et al.,, 2007; NIEBAUER et al., 2003;
MAXWELL et al., 2001). Apesar de n&o termos quantificado nenhum desses
parametros, o tempo de treino utilizado no presente estudo provavelmente foi
suficiente em produzir respostas adaptativas no vaso, o que beneficiou de certa
forma a homeostasia do mesmo.

Estudos clinicos mostram que, enquanto atividade fisica intensa aumenta a
geragdo de mais radicais livres do que o sistema antioxidante pode remover,

atividade fisica moderada melhora a funcdo endotelial e reduz os riscos



cardiovasculares (LEEUWENBURGH & HEINECKE, 2001; LEAF et al, 1999).

i

Estudos, com camundongos LDL™, mostram que apesar do exercicio agudo

aumentar o estresse oxidativo, somente uma semana de treino é capaz de
aumentar as defesas antioxidantes, com aumento da expressédo da catalase e
eNOS (MEILHAC et al., 2001).

Apesar de evidéncias substanciais na literatura, ainda é precério o corpo
literdrio que expligue mecanismos celulares e moleculares dos beneficios da
atividade fisica em doencas vasculares. Parece que as células vasculares podem
ser afetadas por multiplos eventos sinalizadores promovidos pela atividade fisica, o
gue nos permite pensar que o exercicio aerobio regular age contra a senescéncia
celular (FINAUD et al., 2006).

Apesar de ndo termos mostrado menor area de lesdo aterosclerética nos
animais exercitados, observamos uma tendéncia de reducdo na é&rea de
senescéncia vascular, o que nos leva a pensar que alteragdes no status oxidativo
do vaso possam ter contribuido com essa tendéncia, visto que protocolos similares
de treino utilizados em animais experimentais apontam adaptacdes favoraveis na
homeostasia vascular, como melhora na atividade antioxidante, aumento da
disponibilidade de NO, e melhora na funcdo endotelial (PYNN et al., 2004;
NIEBAUER et al., 1999; NIEBAUER et al., 2003). Provavelmente utilizando-se um
protocolo de treino mais longo, juntamente com uma dieta hipercolesterolémica nos
animais apoE"', poderiamos observar redugbes mais convincentes na area
senescente assim como reducdo de &rea de placa, como observado em outros
estudos.

Recente estudo realizado em gémeos demonstrou uma associagédo entre a
qguantidade de atividade fisica despendida e o tamanho do teléomero de leucdcitos,
indicador de senescéncia celular; demonstrando que quanto mais ativa é a pessoa
maior o comprimento do telébmero e consequentemente, menor o estado de
senescéncia celular. Os autores acreditam que essa relacdo esteja associada a
uma reducdo da sobrecarga do estresse oxidativo e do estado inflamatorio
(CHERKAS et al., 2008), condicdo geralmente associada ao envelhecimento e a
doencas correlacionadas.

Concluimos que a pratica de exercicio regular tem importante funcdo na
salude e no bem-estar. Praticantes regulares de exercicio fisico apresentam

reducbes de fatores de risco cardiovasculares, e mortalidade e morbidade



relacionados a esses fatores. A inatividade fisica, no entanto, leva a um prejuizo
das funcbes fisioldgicas, reduz a tolerdncia ao estresse oxidativo e diminui a
expectativa de vida ndo somente pela predisposi¢cao a doengas relacionadas com a
idade, como também com o proprio processo de envelhecimento (KADAK et al.,
2008); enfatizando, com isso, a importancia da pratica regular de atividade fisica na
promo¢cdo da saude e no retardo do envelhecimento e desenvolvimento das

doencas relacionadas com a idade.
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