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RESUMO

Silva, Dénis Bueno. Propolis e natacdo na prevencdo da aterogénese e hipertrofia
ventricular esquerda de camundongos hipercolesterolémicos. 2012. 60 f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia Animal). UNIFENAS, Alfenas, 2012.

O processo inflamatorio, a disfuncdo do endotélio e o estresse oxidativo no ambiente
cardiovascular decorrente das dislipidemias sdo as condigdes que promovem e sustentam a
aterosclerose e a hipertrofia cardiaca. O presente estudo verificou o efeito da propolis isolada
e da sua associacao com a natacdo na dislipidemia, na hipertrofia ventricular esquerda e na
aterogénese de camundongos hipercolesterolémicos que ja recebiam dieta hiperlipidica.
Foram utilizados 40 camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica (20% de
gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico) ad libitum por 75 dias. Os animais
foram divididos em 4 grupos (n=10): grupo hiperlipidico (HL), sedentario, submetido ao
estresse aquatico; grupo hiperlipidico + natacdo (HL NAT), submetido a um protocolo de
natacdo (1 hora por dia, 5 vezes por semana) a partir do 16° dia do experimento; grupo
hiperlipidico/propolis (HL PRO), sedentario, submetido ao estresse aquatico e que recebeu
propolis via oral (70 uL do extrato alcoolico de propolis a 85,71% todos os dias da semana) a
partir do 16° dia do experimento; grupo HL NAT PRO, submetido a um protocolo de natagado
(1 hora por dia, 5 vezes por semana) a partir do 16° dia do experimento e que recebeu
propolis via oral (70 uL do extrato alcoolico de propolis a 85,71% todos os dias da semana) a
partir do 16° dia do experimento. Apds os 75 dias de experimento, os animais foram pesados ¢
anestesiados. O sangue foi coletado e foram realizadas as andlises laboratoriais de colesterol
total e fragdes, e triglicerideos. Apds a toracotomia, o coragdo ¢ a artéria aorta foram
removidos. O coragdo foi pesado e dissecado, o ventriculo esquerdo isolado, calculou-se a
razdo entre peso ventricular (mg) e peso animal (g), e, em seguida, foi processado
histologicamente. Laminas do ventriculo e aorta foram coradas com hematoxina e eosina
(HE) e picrosirius red para analise histologica e histoquimica; outras laminas foram tratadas
imunohistoquimicamente com anticorpos antiproteina pro-inflamatoria (CD40L) para avaliar
o processo inflamatorio. Os animais HL apresentaram dislipidemia severa, aterogénese e
hipertrofia ventricular esquerda associada a uma diminui¢do dos niveis séricos da lipoproteina
de alta densidade (HDL) e consequente desenvolvimento de processo anti-inflamatorio
cardiovascular caracterizado pelo aumento da expressdo CD40L no ventriculo esquerdo e na
aorta. A natagdo e a propolis separadas e/ou associadas preveniu a hipertrofia ventricular
esquerda (HVE), a aterogénese, a inflamagdo ventricular e arterial, diminuindo a expressao de
CD40L e aumentando os niveis plasmaticos da HDLc. A propolis isolada ou associada com
uma atividade fisica regular ¢ benéfica na protecdo cardiovascular por a¢do anti-inflamatoria.

Palavras chaves: Dislipidemia, hipertrofia ventricular esquerda, propolis, camundongos
LDLr-/-.



ABSTRACT

Silva, Dénis Bueno. Propolis and swimming in the prevention of atherogenesis and left
ventricular hypertrophy in hypercholesterolemic mice. 2012. 60 f. Dissertation (Dais in
Animal Science). UNIFENAS. Alfenas, 2012.

Inflammatory process, endothelial dysfunction and oxidative stress in cardiovascular
environment resulting from dyslipidemia are the conditions that promote and sustain
atherosclerosis and cardiac hypertrophy. The present study verified the effect of propolis
alone and its association with swimming in dyslipidemia, left ventricular hypertrophy and
atherogenesis of hypercholesterolemic mice that were receiving a high-fat diet. 40 LDLr-/-
mice, fed with high fat diet (20% total fat, 1.25% cholesterol and 0.5% cholic acid) ad libitum
for 75 days, were used in the study. The animals were divided into 4 groups (n=10):
hyperlipidic group (HL), sedentary, subjected to aquatic stress; hyperlipidic + swimming
group (HL+NAT), submitted to a swimming protocol (1 hour per day, 5 times per week) from
the 16"™ day of the experiment; hyperlipidic + propolis group (HL+PRO), sedentary,
submitted to aquatic stress and which received oral propolis (70 uL of the propolis alcoholic
extract of 85,71% every weekday) from the 16" day of the experiment; HL+NAT+PRO
group, submitted to swimming protocol (1 hour per day, 5 times per week) from the 16™ day
of the experiment and which received oral propolis (70 pL of the propolis alcoholic extract of
85,71% every weekday) from the 16" day of the experiment. After 75 days of the experiment,
the animals were weighed and anesthetized. Blood was collected and laboratory analyzes
were performed for total cholesterol and fractions, and triglycerides. After thoracotomy, heart
and aorta were removed. The heart was weighed and dissected, the left ventricle isolated, the
ratio between the ventricular weight (mg) and the animal weight (g), was calculated and after,
it was histologically processed. Ventricle and aorta slides were stained with hematoxina and
eosin (HE) and picrosirius red for histological and histochemical analyzes; other slides were
treated immunohistochemically with anti-protein proinflammatory CD40L antibodies to
evaluate the inflammatory process. The HL animals showed severe dyslipidemia,
atherogenesis and left ventricular hypertrophy, associated with a decrease in serum high
density lipoprotein (HDL) levels and subsequent development of cardiovascular anti-
inflammatory process, characterized by increased expression of CD40L in the left ventricle
and aorta. Swimming and propolis separated and / or associated prevented left ventricular
hypertrophy (HVE), atherogenesis, ventricular and arterial inflammation, decreasing the
expression of CD40L and increased plasma levels of HDL-C. A propolis alone or associated
with regular physical activity is beneficial in cardiovascular protection by anti-inflammatory
action.

Keywords: Dyslipidemia, left ventricular hypertrophy, propolis, LDLr-/- mice.
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INTRODUCAO

O processo inflamatorio (KAI et al., 2005), a disfun¢ao do endotélio (AUBIN et al.,
2006) e o estresse oxidativo (LANG et al., 2000), no ambiente cardiovascular decorrente das
dislipidemias, sdo as condi¢cdes que promovem e sustentam a aterosclerose ¢ a hipertrofia
cardiaca.

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatoria (LUSIS, 2000) e as principais hipoteses da
aterogénese descritas nas ultimas décadas sdo a do transporte reverso do colesterol (ZHANG
et al., 2003) e da oxidagdo da LDL (NAVAB et al., 2004). Ambas as hipdteses apontam o
papel central da lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL ox), como iniciadora e da
lipoproteina de alta densidade (HDL), como protelador da aterogénese (NAVAB et al., 2004).
Evidéncias suportam um papel central da interacdo entre a proteina pré-inflamatéria CD40
ligante (CD40L) e CD40 (seu receptor de membrana) na patogénese da aterosclerose
(LUTGENS, 2002; ANDRE et al., 2002). A expressio de CD40L correlaciona-se com a
gravidade dos processos inflamatorios. Varios estudos tém demonstrado que CD40L afeta as
fungdes endoteliais. A interagdo CD40L-CD40 pode desencadear a produgdo de varias
citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (THIENEL, 1999; CHAKRABARTI, 2007) e
expressao da metaloproteinase de matriz, e fator de crescimento endotelial vascular (MACH
et al., 1999; FLAXENBURG et al., 2004). A inibi¢do da sinalizagdo CD40-CD40L pode
efetivamente reduzir a aterosclerose em ratos (MACH, 1998).

Estudos de Garcia et al. (2008) mostraram que a hipercolesterolemia induziu a
hipertrofia ventricular esquerda via CD40L-CD40. A interagao entre CD40 e CD40L ativa a
via fator nuclear Kappa B (Nfkappap) (GELBMANN et al., 2003) e promove a fosforilagdo
do IKK (inibidor Kappaf quinase), resultando na transloca¢dao do fator nuclear Kappa
(NFkappa B) para o nucleo, onde ativa genes envolvidos na inflamag¢do e no crescimento
celular (VELLAICHAMY et al., 2005). A ativagdo do NFkappa [ participa do
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca em camundongos, caracterizada por aumento do
depdsito de colageno (VELLAICHAMY et al., 2005). Estudos mostraram também que a
prevencao da hipertrofia ventricular esquerda e a resisténcia ao desenvolvimento de lesdes
neointimais em camundongos LDLr-/- (deficiéncia para o gene que expressa o receptor de
LDL) alimentados com dietas padrdes podem estar relacionadas com a menor atividade da via
CD40/CD40L em decorréncia do aumento dos niveis de plasmaticos HDL (GARCIA et al.,
2011).



A regulacao do metabolismo lipidico com drogas, alimentos naturais e atividade fisica
¢ um alvo importante para diminuir o risco de doencas cardiovasculares. Estes tratamentos
tém sido utilizados de forma empirica, carecendo de metodologia de estudo que permita
conclusdes mais confiaveis. Nas ultimas décadas, a associacdo da atividade fisica com
fitoterapicos na prevencao de doengas cardiovasculares vem crescendo. A atividade fisica
realizada por individuos de variadas faixas etdrias e niveis de aptidao cardiorrespiratoria foi
benéfica nas modificacdes dos niveis e composicdo quimica das fracdes e subfracdes da
HDLc-colesterol e LDLc-colesterol, transformagcdo de LDL-colesterol pequenas e densas,
consideradas mais aterogénicas, em grandes e menos densas. Poucos foram aqueles que nao
encontraram mudangas significativas nos niveis de HDL-colesterol e LDL-colesterol com o
exercicio aerobio (HURLEY, 1989).

A propolis, um produto das abelhas (Apis mellifera, L.) apresenta na sua composigao
principalmente flavondides (BANKOVA, 2000; MARCUCCI, 2001) e tem sido utilizada em
medicina popular em muitos paises desde os tempos antigos, porque apresenta propriedades
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria (WANG, 1993; MARCUCCI, 1995;
BANSKOTA, 2002; MENEZES, 2005).



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito da propolis e da natacdo na concentracdo plasmatica dos
lipideos, nas alteragdes histologicas ventriculares e na imunorreatividade da CD40L arteriais

em camundongos (LDLr-/-) alimentados com dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

- Quantificar a concentra¢do sérica do colesterol total (CT), suas fragdes e
triglicérides (TG) em camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica submetidos

a nata¢do e/ou tratados com propolis.

- Determinar a propor¢ao peso ventricular esquerdo (mg)/peso do animal (g) € o
diametro dos cardiomiocitos e avaliar o deposito de colageno no tecido cardiaco em
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica submetidos a natagdo e/ou tratados

com propolis.

- Quantificar a area de lesdo aterosclerdtica na aorta em camundongos LDLr-/-

alimentados com dieta hiperlipidica submetidos a natagdo e/ou tratados com propolis.

- Quantificar a area imunorreativa de CD40L no miocardio ¢ na aorta em
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica submetidos a natag¢ao e/ou tratados

com propolis.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Dislipidemia

A dislipidemia sdo distirbios do metabolismo lipidico, em geral caracterizados por
modificacdo no contetido das lipoproteinas. Quando os niveis sanguineos das lipoproteinas
estdo acima ou abaixo dos valores de referéncia, a dislipidemia ¢ denominada hiperlipidemia
ou hipolipidemia, respectivamente. A dislipidemia também pode ser classificada em priméaria
ou secundaria. A primeira decorre de fatores genéticos ou de interagdo ambiental, e a Gltima
em consequéncia do uso de medicamentos ou devida a alguma doenga de base (FONSECA et
al., 2002).

O Departamento de Estudos e Pesquisa em Aterosclerose (DEPA) da Sociedade
Brasileira de Cardiologia classifica as dislipidemias de acordo com os niveis séricos dos
lipideos ou das lipoproteinas circulantes. Assim, quatro tipos de dislipidemias podem ocorrer:
hipercolesterolemia  isolada;  hipertrigliceridemia  isolada;  dislipidemia  mista;
hipoalfalipoproteinemia (HDL-c abaixo de 35mg/dL) isolada ou associada a
hipercolesterolemia ou a hipertrigliceridemia. Evidentemente esta classificacdo simplifica o
diagnoéstico, mas ainda nao identifica a causa genética ou secundaria, entretanto, tem a
vantagem de facilitar a orientagdo terapéutica, e representa um ponto de partida para uma
investigacdo etiologica (FONSECA et al., 2002).

Santos, Guimaraes ¢ Diament (1999) concordam com as subdivisdes acima citadas,
porém, ressaltam que esta classificagdo ¢ valida para individuos em dieta livre e sem

medicacao hipolipemiante ha pelo menos trés semanas.

3.1.1 Lipoproteinas

Os lipideos sdo importantes e com fungdes essenciais para as cé€lulas, pois revestem as
membranas celulares, participam da sintese de hormonios, formagao da bile e ainda atuam como
fonte de energia. Estes ndao podem circular no plasma sanguineo, e por isso necessitam de uma
estrutura propria para o seu transporte, as lipoproteinas. Desta forma, as gorduras se ligam a
proteinas, promovendo um arranjo molecular que torna hidrofilica a parte externa da particula
formada. A presenca de proteina na camada externa da lipoproteina tem grande importancia no
metabolismo lipidico, participando ativamente como componente estrutural, e ainda, como co-
fator de varias reagdes, direcionando o caminho metabdlico destas particulas. Estas proteinas sao
chamadas de apoliproteinas ou apenas apoproteinas (FONSECA et al., 2002; SANTOS,
GUIMARAES, DIAMENT, 1999).



Fonseca, Izar (1999) e Siqueira, Abdalla, Ferreira (2006) apresentaram as apoliproteinas
ou apoproteina e sua presenca varia de acordo com o tipo de lipoproteina (apo Al, All, AIV, B48,
B100, CI, CII, CIII, E entre outras). Apresentam também os diferentes lipides que constituem as
lipoproteinas: os triglicérides (TG), os fosfolipides (FL), o colesterol livre (CL) e o colesterol
esterificado (CE). Fundamentais ndo s6 como fonte de energia para a célula, mas também,
como componentes estruturais da membrana celular, sendo os acidos graxos, o0s
triacilglicerdis, os fosfolipideos e o colesterol esterificado e livre os principais para o ser
humano (ALVAREZ-LEITE, OLIVEIRA, PELUZIO, 2003).

Os acidos graxos sdo compostos por cadeias de carbono hidrocarboxiladas, podendo
ser saturados ou insaturados (SCARTEZINI et al., 1997). Os triacilglicerdis sao produzidos
pela esterificagdo do glicerol com trés moléculas de acidos graxos. Os fosfolipideos sao
formados por glicerol, 4cido 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). Com natureza hidrofobica, os lipideos sdo transportados no
plasma sob a forma de aglomerados denominados lipoproteinas, que sdo constituidas por uma
capa hidrofilica composta por fosfolipidios, colesterol livre e proteinas, envolvendo um
nucleo hidrofébico que contém triacilglicerois, colesterol esterificado e algumas vitaminas

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

As lipoproteinas sdo classificadas pela sua densidade: quilomicrons, remanescentes
dos quilomicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade
(HDL) (FONSECA et al., 2002; SANTOS, GUIMARAES, DIAMENT, 1999).

Os quilomicrons s3o sintetizados no intestino e sdo responsaveis pelo transporte da
gordura proveniente dos alimentos ingeridos. As VLDLs sdo formadas e sintetizadas no
figado, transportando os triglicérides endogenos, com quantidades menores de colesterol.
Sofrem a agdo da lipase lipoprotéica (LLP) nos capilares periféricos, que hidrolisam os
triglicérides e reduzem o seu tamanho de particula, formando as IDLs. As IDLs derivam das
VLDLs formando particulas intermediarias na constitui¢do das LDLs. Estas sdo formadas a
partir da hidrdlise das VLDLs pela enzima lipase lipoprotéica (LLP) dando origem as LDLs.
As LDLs sdo formadas pelo metabolismo das IDLs e representam a maior forma de transporte
de colesterol para os tecidos periféricos (adip6citos e musculos). Estas podem sofrer
modificagdes estruturais (oxidacdo) e serem captadas por macrofagos presentes na camada
intima vascular. As LDLs oxidadas formam as células espumosas que alteram a morfologia da
LDL, iniciando a aterosclerose (inflamagao do ateroma). As HDLs sdo sintetizadas no figado
e intestino delgado. Inicia-se pela HDL nascente, que remove colesterol livre dos tecidos
periféricos através da enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) e seu co-fator (Apo

Al). Este colesterol ¢ levado para o figado podendo ser reutilizado ou eliminado pela bile.



Este processo é conhecido por transporte reverso do colesterol (FONSECA et al., 2002;
SANTOS, GUIMARAES, DIAMENT, 1999; ROZMAN, 1999).

3.1.2 Diagnosticos da dislipidemia

O diagnoéstico da dislipidemia é basicamente laboratorial, pois grande parte dos
pacientes ndo apresenta sinais clinicos, mas através de uma analise de antecedentes familiares,
estilo de vida e uso de medicamentos pesquisados durante a anamnese ¢ possivel identificar o
tipo da dislipidemia. Segundo o III Congresso Brasileiro sobre Dislipidemias (2001), devem
ter o perfil lipidico avaliado: portadores de doenca arterial coronariana, homens apds vinte
anos, mulheres na pds-menopausa, mulheres reprodutivas com um ou mais fatores de risco.
Criangas e adolescentes com parente de primeiro grau que apresente dislipidemia ou doenga
aterosclerotica precoce (FONSECA et al., 2002).

Os lipideos sao comumente medidos por beta-quantificacdo: niveis de colesterol total,
triglicerideos ¢ HDLc sdao medidos diretamente; os niveis de LDLc sdo estimados pela
equacdo de Friedewald, Levy, Fredrickson (1972) (LDLc = colesterol total — HDLc —
[triglicerideos/5]). A medida do LDLc ¢ 1til para a monitorizagdo da terapia lipidica e para

avaliar o risco de um paciente para um evento coronariano.

3.2 Aterosclerose

A aterosclerose consiste em uma complexa e cronica inflamagdo que ocorre nas
artérias de médio e grande calibre (BERLINER et al., 1995; VANDERLAAN et al., 2004),
associada a fatores de risco, como hiperlipidemia (BINDER et al., 2002; VANDERLAAN et
al., 2004), hipertensao (KATZMARZYK et al., 2001; SMITH, 2001; BINDER et al., 2002),
diabetes (BINDER et al., 2002), idade (BINDER et al., 2002), sedentarismo
(KATZMARZYK et al., 2001), tabagismo (ROSS, GLOMSET, 1973; KATZMARZYK et
al., 2001; BINDER et al., 2002), obesidade (KATZMARZYK et al., 2001; SMITH, 2001),
dentre outros. Esta doenga ¢ caracterizada pela formagdo de placas na parede de médias e
grandes artérias. Essas placas ateroscleroticas, ou ateromas, sao formados por um nucleo rico
em gordura e debris celulares, com graus variaveis de deposi¢do de calcio, envoltos por uma
capa fibrosa composta de células musculares lisas vasculares e colagenas, recobertas por uma
camada de células endoteliais (LIBBY, RIDKER, MASERI, 2002).

Em condigdes fisioldgicas, o endotélio contribui com a homeostase vascular por
promover alteragdes funcionais adaptativas. O endotélio libera varias substancias autdcrinas e

paracrinas com atividades pré e anticoagulantes, capazes de promover adesdao celular e com



acoOes vasoativas. A homeostase vascular ¢ o resultado da regulagdo dinamica dessas fungdes
(GROSS, AIRD, 2000).

Dentre estas patologias, destacam-se a aterosclerose, hipertensdo arterial,
hiperlipidemia (LIBBY, RIDKER, MASERI, 2002) associadas a baixa concentraciao
plasmatica da lipoproteina de alta densidade (HDL), aumento da concentracdo da lipoproteina
de baixa densidade (LDL), disfungdo endotelial (LUSIS, 2000) e diabetes (ZIRLIK et al.,
2007), as quais apresentaram como denominador comum o processo inflamatério e a
resisténcia insulinica.

A hipercolesterolemia e outras doencas lipidémicas que levam a aterosclerose tém sido
associadas a reducao na biodisponibilidade de NO devido ao aumento de estresse oxidativo,
prejuizo na taxa de “turnover” da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), além de um
aumento da presenca dos niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA) (VANHOUTTE et
al.,, 2009). Em animais e humanos, a hipercolesterolemia reduz a dilatagdo/relaxamento
dependente do endotélio (JAIN, RIDKER, 2005; MICHEL, VANHOUTTE, 2010) e o inicio
do processo de aterogénese pode ser percebido apos apenas uma semana de exposicao a dieta
hipercolesterolémica, com mondcitos aderidos a superficie endotelial e, subsequentemente,
atingindo a intima vascular. A aderéncia dos monoécitos ao endotélio pode ser reduzida pelo
estimulo a maior produ¢do de NO (TSAO et al.,, 1994). Assim, a manutengdo da
biodisponibilidade de NO adequada no ambiente vascular cria condi¢des que inibem o
desenvolvimento do ateroma, uma vez que ird promover a inibi¢ado (CHANNON et al., 2000)
de:

- Adesao, agregacgao e ativacao das plaquetas induzida pela trombina;

- Proliferag¢do, migragdo de células da musculatura lisa e sintese de matriz extracelular;

- Adesdo e ativacao de neutrofilos e mondcitos, apresentando efeitos inflamatoérios;

- Formagao de LDL oxidada que ¢ altamente aterogénica, apresentando efeitos antioxidantes.

Na presenca de fatores inflamatérios e dos fatores de risco cardiovasculares mais
frequentes, hd perda da acdo protetora do endotélio, com aumento da propensdo a
vasoconstri¢ao, trombose, inflamagao e prolifera¢do celular na parede do vaso (GIMBRONE
JR, 1995). Assim, a perda da atividade bioldgica do NO, denominada de disfungdo endotelial,
pode ser o evento desencadeante da doenga aterosclerdtica vascular em humanos (GANZ,
VITA, 2003) e a sua avaliacdo ¢ um marcador precoce de risco de aterosclerose.

Segundo Lusis (2000) a aterosclerose ¢ uma patologia com desenvolvimento dinamico
e com presenca de elementos caracteristicos nas diferentes fases do processo. Desta forma ha

um enorme interesse em se determinarem marcadores ou fatores indicadores para as



diferentes fases, tanto em humanos, como em diferentes modelos de estudo como, por
exemplo, os camundongos transgénicos e ‘“knockout”. Estes diferentes estdgios sdo
caracterizados por evidéncias estruturais e expressao de fatores indicadores ou marcadores nas
lesdes (LUSIS, 2000; LUSIS et al., 2004).
As lesdes aterosclerdticas podem ser classificadas em:

- Lesdo tipo I (Inicial): Caracterizada pela infiltragdo de LDL na intima, através das jung¢des
endoteliais. O local de maior ocorréncia da lesdo ¢ em regides das artérias expostas a fluxo
sanguineo turbulento, baixos fluxos ou ambos (BARAKAT e LIEU, 2003) e nas areas onde o
estresse de cisalhamento fluxo-induzido ¢ baixo (KONOWLES ¢ MAEDA, 2000). Sua
retencdo na parede do vaso envolve interacdes entre a fragdo Apo B (apolipoproteina B) da
LDL e proteoglicanos da matriz extracelular. Neste ambiente diferente do plasmatico a LDL
sofre modificagcdo, incluindo oxidagdo, lipolise, protedlise e agregacdo. As modificagdes
iniciais sdo caracterizadas pela formagdo da mmLDL (lipoproteina de baixa densidade
minimamente modificadas). Enzimas envolvidas nesta modificagdo incluem: 15-LO (15-

lipoxigenase), iNOS (6xido nitrico sintase induzida), MPO (mieloperoxidase) e varias lipases.

- Lesdo tipo Il (Inflamagdo): As mmLDL (LDL minimamente modificadas) tém atividade
pro-inflamatoria, mas nao sdao suficientemente modificadas a ponto de serem reconhecidas
pelos receptores responsaveis pela remogdo da oxLDL (LDL oxidada). Contudo, sdo
eficientes no estimulo as células endoteliais em produzir numerosas moléculas pro-
inflamatorias, incluindo moléculas de adesdao como ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular-
1), VCAMI (molécula de adesdo vascular-1), PCAM-1 (molécula de adesdo plaqueta
endotelial-1) e P selectina, as quais exercem efeito quimiotatico para monocitos e células T,
bem como os fatores de crescimento como o M-CSF (fator estimulante da col6nia de

macrofagos).

- Leséo tipo Il (Formacdo das células espumosas): Agregados de LDLs altamente
oxidadas sdo formados no vaso como resultado da acdo das ROS (espécies reativas de
oxigénio) ¢ das enzimas como SMase (esfingomielinase), SPLA2 (fosfolipase secretdria 2),
outras lipases e MPO (mieloperoxidase). Este agregado ¢ reconhecido pelos receptores
scavanger dos macréfagos (SR-A — receptor scavanger tipo A, CD36 e CD68). A expressao
destes receptores ¢ mediada por citocinas como TNF-a (fator de necrose tumoral-a) e IFN-y

(interferon-v).



- Lesdo Tipo IV (Formacédo da placa e fibrose): Caracterizada pelo aumento da massa
lipidica extracelular, em sua maioria colesterol e seus ésteres, e pelo acumulo de SMCs
(células musculares lisas). Citocinas e fatores de crescimento secretado pelos macrofagos e
células T sdo importantes para migragao e proliferacdo das SMCs. A interagdo do CD40 com
seu ligante CD40L (CD154) tem um importante papel no desenvolvimento de lesdes
avangadas. O produto desta interacdo constitui-se de citocinas inflamatorias, proteases como
MMP-1 (matriz metaloproteinase -1), MMP-3 e MMP-9, responsaveis pela degradacdo de

matriz, além de moléculas de adesdao como VCAM-1, E-selectin e ICAM-1.

- Lesdo Tipo V (Lesbes complexas e trombose): Este estagio ¢ caracterizado pelo ateroma
com multiplos nucleos de lipideos e centros necrdticos na intima. Evidencia-se tecido
altamente desorganizado pela apoptose e presencga de areas de calcificagdo resultando na placa
de fibroateroma com 4areas calcificadas. Quando had presenca de capsula fibrosa delgada
devido a acao de degradacao de matriz por varias proteinases, tem sido denominada de placa
vulneravel e apresenta aumento de células inflamatérias com frequente ruptura do endotélio
subjacente a lesdo. Assim, com frequéncia verificam-se vestigios de ruptura da placa e
presenca de plaquetas e fibrina. Tal ruptura expde o colageno e fatores teciduais, formando os
trombos, que podem ser visualizados na base da membrana da intima. Muitos fatores
determinam e desestabilizam o ateroma promovendo a trombose, dentre eles a inflamacao e as
respostas por ela desencadeadas parecem ser as mais relevantes.

Neste contexto, tem sido verificado o papel do receptor CD40 e seu ligante CD40L em
varios estagios da aterosclerose, compreendendo fases de inicio, evolugdo e complicagdes
agudas apoés a ruptura da placa. Uma série de estudos mostrou esta interagdo por meio de sua
expressdo em uma ampla variedade de células, e foi demonstrada em artérias carotida e aorta
de humanos, a presenga de CD40-CD40L em sitios de inflamacdo cronica, incluindo lesdes
ateroscleroticas (REUL et al., 1997; MACH et al., 1997; GAWECO et al., 1999; AFFORD et
al., 1999). Foi demonstrado que a ligagdo entre CD40 ¢ CD40L induz a expressdo de
moléculas de adesdo em células endoteliais (KARMANN et al., 1995; HOLLENBAUGH et
al., 1995; YELLIN et al, 1995) e estimula a liberagdo de quimiocinas, como IL-8
(interleucina 8) ¢ MIP-1-a (proteina inflamatoria de macrofago la) (KIENER et al., 1995;
HENN et al., 1998; KORNBLUTH et al., 1998), e que tais moléculas participam localmente

nas fases iniciais da aterosclerose.



3.3 Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca refere-se a um mecanismo compensatorio ao aumento de
sobrecarga imposta ao coracdo, ocorrendo pela necessidade do 6rgdo de ajuste para suportar
novas cargas de trabalho (URHAUSEN, KINDERMANN, 1999; PLUIM et al., 2000; DORN,
2007).

De forma harmoénica ocorre o crescimento fisiologico do coragdo e seus constituintes
(midcitos, vasos e matriz intersticial coldgena), sem prejuizo para as caracteristicas funcionais
do musculo cardiaco (CRESSONI et al., 2008). O miocardio dos mamiferos passa por um
crescimento hipertrofico durante a maturagcdo pds-nascimento, que ¢ caracterizado por
aumento no tamanho individual dos cardiomidcitos sem divisdo celular (LORELL,
CARABELLO, 2000). Esse desenvolvimento hipertréfico pode ser reiniciado no coragio
adulto em resposta a alteragdes hemodindmicas e/ou neuro-hormonais (HUNTER, CHIEN,
1999).

De acordo com Garcia e Incerpi (2008) quando o cardiomidcito recebe um estimulo
hipertréfico, esse ¢ traduzido no interior da célula, como altera¢des bioquimicas que levam a
ativacao de segundos (citosolicos) e terceiros (nucleares) mensageiros que irdo agir no nucleo
da célula, regulando a transcri¢do e, finalmente, determinardo a expressao génica que induz a

hipertrofia ventricular esquerda (HVE) (Figura 2).
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Figura 2 - Tradugdo do estimulo hipertréfico no interior do cardiomidcito (Garcia e Incerpi, 2008.)



O crescimento dos cardiomiocitos na hipertrofia ventricular esquerda pode ocorrer
pela adi¢ao de sarcomeros em série (sobrecarga de volume) ou em paralelo (sobrecarga de
pressdo), permitindo que a célula aumente em comprimento ou em didmetro, levando a
hipertrofia excéntrica ou concéntrica, respectivamente (KEMPF, WOLLERT, 2004).
Exercicios aerdbios promovem sobrecarga de volume ou aumento de pré-carga sobre o
miocardio, induzindo a hipertrofia excéntrica. Ocorrendo a adi¢do de sarcOmeros em série
resulta em aumento da camara cardiaca sem prejuizo de fungdo (STEDING et al., 2010).
Exercicios resistidos, como o levantamento de peso, levam a sobrecarga pressorica ou
aumento de pos-carga, desenvolvendo hipertrofia concéntrica, aumentando a espessura da
parede do ventriculo esquerdo (VE) e adi¢ao de sarcomeros em paralelo, sem alteracdo do
tamanho da cdmara cardiaca ou prejuizo da fungdo (STEDING et al., 2010). Uma das
diferengas entre a hipertrofia cardiaca fisiologica e patoldgica pode consistir no tempo de
estimulo. Na patologia o coracdo trabalha continuamente contra uma sobrecarga pressorica ou
volumétrica aumentada, e no exercicio fisico esse estimulo ocorre de forma intermitente

(IEMITSU et al., 2001; MCMULLEN, JENNINGS, 2007).

3.3.1 Classificag@o da Hipertrofia

Situagodes patoldgicas e fisiologicas promovem adaptacdes hipertréficas do miocardio
com caracteristicas fenotipicas e funcionais diferentes entre si, podendo ser classificadas, de
modo geral, como hipertrofia concéntrica e excéntrica (OLIVEIRA, KRIEGER, 2002;
CARRENO et al., 2006; BARAUNA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; LAUSCHKE,
MAISCH, 2009; BERNARDO et al., 2010; FERNANDES, SOCI, OLIVEIRA, 2011).

O crescimento dos cardiomiodcitos na hipertrofia ventricular esquerda pode ocorrer
pela adi¢ao de sarcomeros em série (sobrecarga de volume) ou em paralelo (sobrecarga de
pressao), permitindo que a célula aumente em comprimento ou em didmetro, levando a
hipertrofia excéntrica ou concéntrica, respectivamente (Figura 3) (KEMPF, WOLLERT,
2004).

A hipertrofia cardiaca concéntrica ¢ caracterizada pelo crescimento do cardiomiocito
com inser¢do de sarcomeros em paralelo (Figura 3) e proliferacio da matriz intersticial
seguida de fibrose que, em conjunto, levam a disfun¢ao sistolica e diastolica (SCHAPER,
1998). Nas hipertrofias concéntricas ocorre aumento de massa ventricular decorrente de
aumento da espessura da parede e redu¢do dos didmetros cavitarios. Tal condigdo surge em
decorréncia de um aumento de resisténcia a ejecdo ou a sobrecarga de pressdo (MILL,

VASSALLO, 2001). A complacéncia da parede ventricular depende da quantidade, da



distribuicao e da composicao do coldgeno que forma o estroma conjuntivo (MILANEZ,
1995; SARAIVA, 1997; FRIMM, 1998). Considerando que as fibras colagenas de maior
rigidez podem aumentar em hipertrofias concéntricas, essa condicdo pode provocar
deficiéncia no processo de relaxamento do miocardio, levando ao aparecimento da
insuficiéncia diastélica (WEBER, BRILLA, JANICKI, 1991; WOODWISS, OOSTHUYSE,
NORTON, 1998).

A hipertrofia cardiaca excéntrica caracteriza-se pelo crescimento do cardiomidcito
com a insercao de sarcomeros em série (Figura 3) e poucas alteracdes da matriz intersticial.
Ocorre um aumento da massa ventricular com manutencdo ou aumento dos didmetros
cavitarios. Esta condicdo surge em decorréncia da sobrecarga de volume (MILL,
VASSALLO, 2001).

Atualmente estudos sugerem que o estiramento muscular imposto pela sobrecarga de
volume favorece a degradagdo do colageno, num processo provavelmente envolvendo a
degranulagdo de mastdcitos, favorecendo a fungdo diastolica (CRESSONI et al., 2008). Neste
caso as caracteristicas do estroma ndo se alteram e, consequentemente, ndo ocorre prejuizo
funcional (WEBER, BRILLA, JANICKI, 1991; WOODWISS, OOSTHUYSE, NORTON,
1998).
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Figura 3 - Diferenciacdo da hipertrofia excéntrica e concéntrica (Garcia e Incerpi, 2008).



3.4 Exercicio fisico

Com o avango da tecnologia, os individuos passaram a adotar modos de vida mais
sedentdrios, tornando-se mais inativos fisicamente. Estudos epidemiologicos demonstram
expressiva associacdo entre estilo de vida ativo, menor possibilidade de morte e melhor
qualidade de vida. A atividade fisica e o exercicio previnem efetivamente a ocorréncia de
eventos cardiacos, reduzem a incidéncia de acidente vascular cerebral, hipertensdo, diabetes
mellitus do tipo 2, dislipidemias, canceres de colon ¢ mama, fraturas osteoporéticas, doenga
vesicular, obesidade, depressdo e ansiedade, além de retardarem a mortalidade (ACSM,
2007).

Atualmente, diferentes associagdes de saude no mundo, como "American College of
Sports Medicine" (ACSM), "American Heart Association" (AHA), "Centers for Disease
Control and Prevention" (CDC), "National Institutes of Health" (NIH), "US Surgeon General"
(USSG) e Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) tem indicado a atividade fisica visando
a prevencao ¢ a reabilitacdo de doengas cardiovasculares e outras doencas cronicas. Alguns
estudos tém demonstrado uma grande relacdo entre inatividade fisica e presenga de varios
fatores de risco, como os encontrados na sindrome metabolica. Estes tém demonstrado efeitos
benéficos do exercicio fisico sobre a hipertensdo arterial, a resisténcia a insulina, o diabetes, a
dislipidemia e a obesidade. Atentas a estas evidéncias, diversos 6rgaos de satude, objetivando
a massificagdo da pratica regular de atividade fisica, tém diversificado sua abordagem
tradicional na prescricdo de exercicio fisico para a manutengdo da satide (CARLET et al.,
2006).

Considerando a alta prevaléncia do sedentarismo aliada ao significativo risco referente
as doencgas cronico-degenerativas, o aumento da atividade fisica de uma populacao influencia
na qualidade da satde da coletividade, minimizando custos com tratamentos, inclusive
hospitalares, o que reflete seus consideraveis beneficios sociais (CARVALHO et al., 1996).

Segundo o American College of Sports Medicine (ACSM, 2007), a atividade fisica ¢
definida como qualquer movimento corporal produzido pela contragdo da musculatura
esquelética que eleva substancialmente o gasto de energia através de um exercicio fisico.
Shephard e Balady (1999) e Thompson et al. (2003) corroboram a citagdo acima, dizendo que
a atividade fisica pode ser definida como um movimento fisico produzido pelos musculos
esqueléticos que resulta em gasto energético pelo organismo. Enquanto que o exercicio fisico
¢ uma subclasse da atividade fisica que ¢ definido como o movimento planejado, estruturado e
principalmente repetitivo, que visa a melhora e ou a manutencdo do condicionamento

cardiorrespiratorio e fisico, incluindo a for¢a muscular, a composi¢do corporal ¢ a



flexibilidade (ACSM, 2007). A resposta ao exercicio fisico depende do tipo, frequéncia,
intensidade e duragao do mesmo (SHEPHARD, BALADY, 1999; JONES, CARTER, 2000).

Os exercicios fisicos fazem com que as variaveis cardiorrespiratOrias se alterem com a
finalidade de aumentar o transporte de oxigénio e nutrientes aos musculos em atividade. A
fonte imediata de energia para a contracdo muscular é o trifosfato de adenosina (ATP);
entretanto as células musculares armazenam quantidades limitadas desta molécula
(MCMAHON, JENKINS, 2002; SJODIN et al., 1990). Como o exercicio fisico exige um
suprimento constante de ATP, existem vias metabolicas celulares com capacidade de
produgdo rapida: formag¢do de ATP pela degradagdo da creatina fosfato; da glicose
(denominada glicélise) ou do glicogénio (glicogenolise) e formagao oxidativa da ATP. Nos
dois primeiros processos ndo ha utilizagdo de oxigénio (O), sendo denominada via anaerobica.
Ja na formacao oxidativa o metabolismo ¢é aerobico (ASHE, KHAN, 2004).

Estudos mostram que o treinamento fisico aerdbio promove beneficios tanto na
prevengdo como no tratamento de doencas cardiovasculares e endocrino-metabdlicas, como a
hipertensao arterial, o diabete mellitus, as dislipidemias e a aterosclerose
(CHAKRAVARTHY et al., 2002). Um dos mecanismos pelos quais o exercicio fisico
promove esses efeitos estd associado ao aumento do fluxo sanguineo causado sobre a parede
dos vasos, resultando em aumento na produgdo de Oxido nitrico (NO) e/ou de sua
biodisponibilidade para o musculo liso vascular (ZANESCO, ANTUNES, 2007; ZAGO,
ZANESCO, 2006).

O oxido nitrico ¢ o principal fator de relaxamento derivado do endotélio, encarregado
de manter o tonus vascular e a reatividade endotelial. A resposta vasomotora do endotélio em
situacdo de normalidade ocorre, enquanto no limen vascular, em funcdo do fluxo sanguineo e
do estresse de cisalhamento que incide sobre a parede do vaso (GONZALES, SELWYN,
2003; MOYNA, TOMPSON, 2004). Uma vez que a reducdo na sintese ou na disponibilidade
local de 6xido nitrico tem sido frequentemente relacionada como a principal responsavel pela
disfuncdo endotelial, a qual se caracteriza por ser um dos primeiros passos para o inicio da
aterosclerose (GREEN et al., 2004; PRIOR et al., 2004; MARSH, COOMBES, 2005). No
entanto, progressivas adaptagdes ao exercicio podem diminui-lo, como o aumento da
atividade de enzimas antioxidantes em diferentes tecidos, como coragao, figado, sangue e
musculo (MEILHAC et al., 2001; LAUFS et al., 2005).

A natagdo tem sido utilizada em varias pesquisas por produzir respostas fisiologicas,
bioquimicas e moleculares agudas ao exercicio e adaptagcdes ao exercicio cronico. Apresenta

as vantagens de recrutar um grande volume de massa muscular e promover extensivas



adaptacdes ao sistema cardiovascular e ao musculo esquelético (AMERICAN PHYSIOLOGY
SOCIETY, 2006). E um exercicio cuja pratica tem-se acentuado, sendo prescrito como
tratamento ndo farmacoldgico adjuvante em casos de hipertensdo arterial, obesidade e

cardiopatias, atenuando os efeitos dos fatores de risco cardiovasculares (MEDEIROS et al.,

2000; SOUZA et al., 2007).

3.4.1 Exercicio fisico e o perfil lipidico

O treinamento fisico aerdbio produz varios efeitos benéficos sobre a musculatura
esquelética, o metabolismo e o coragdo, além dos efeitos sobre a circulagdo coronariana e
periférica. Essas adaptacdes fisiologicas dependem da quantidade de treinamento fisico, a
qual ¢ determinada pelo volume (tempo de treinamento), intensidade (nivel de carga de
treinamento) e frequéncia (numero de sessdes de treinamento em um determinado espago de
tempo) de treinamento fisico MATHEWS, FOX, 1976; WEINECK, 1986; O'TOOLE et al.,
1987). Estes apresentam uma inversa relagdo com o desenvolvimento de doencas cronico-
degenerativas, tanto por efeitos agudos quanto cronicos. O exercicio fisico pode contribuir
indiretamente para melhorias do perfil lipidico, auxiliando na reducdo da massa corporal.
Cada quilograma (Kg) de massa corporal perdida corresponde a reducao de 1% nos niveis de
CT e LDL, diminuicao de 5-10% nos TG e aumento de 1-2% nas concentragdes de HDL
(DAMASO, 2001).

O exercicio fisico praticado regularmente produz modificagdes no metabolismo
lipidico e lipoprotéico (COUTINHO, CUNHA, 1989; VODAK et al., 1980). A relagdo entre
as alteragdes da HDL colesterol, LDL colesterol e o treinamento aerdbio parece estar bem
definida. O efeito agudo ou cronico do exercicio aerdbio, tanto de baixa como de alta
intensidade e duracdo, pode melhorar o perfil lipoprotéico, estimulando o melhor
funcionamento dos processos enzimaticos envolvidos no metabolismo lipidico (aumento da
lipase lipoprotéica e lecitina colesterol acil-transferase; redu¢ao da lipase hepatica),
favorecendo principalmente aumentos dos niveis da HDL colesterol e da subfragdo HDL2-
colesterol, assim como, modificando a composi¢do quimica das LDL colesterol, tornando- as
menos aterogénicas. A reducdo da atividade da proteina de transferéncia de colesterol
esterificado também parece acontecer. Porém, o efeito agudo do exercicio aerdébio ¢ mais
claro nos homens. Essas mudancas podem ser notadas tanto em individuos normolipidémicos
como dislipidémicos (ZIOGAS et al., 1997; VASANKARI et al., 1998; GRANDJEAN et al.,
2000).



3.4.2 Exercicio fisico e a hipertrofia cardiaca

O exercicio regular resulta no aumento da expectativa de vida e protege individuos
sadios e cardiopatas contra eventos cardiacos (BUSCH et al., 2002).

Muitos estudos procuram evidenciar a influéncia do exercicio fisico sobre a hipertrofia
cardiaca (URHAUSEN, KINDERMANN, 1999). Como efeito do treinamento fisico, também
se observa o aumento de massa cardiaca em resposta a sobrecarga de trabalho nas sessdes de
exercicio (BARBIER et al., 2006; CARRENO et al., 2006). O treinamento fisico aerdbio,
como a natacdo, se intenso e prolongado, gera adaptacdes cardiacas tanto estruturais e
funcionais (PETKOWICZ, 2004). Estudos mostraram que o exercicio de baixa intensidade
(50% VO,max) nao gera hipertrofia cardiaca e alteracdo de contratilidade. Entretanto, o
treinamento fisico de média a alta intensidade (70-85% do VO,méx) leva ao desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca (NUTTER, PRIEST, FULLER, 1981). O surgimento deste tipo de
hipertrofia ocorre principalmente por um aumento da pré-carga com consequente aumento da
tensao diastdlica, sendo estes fatores determinantes para o desenvolvimento de sarcomeros em
série e manutengdo ou aumento do tamanho das camaras cardiacas, gerando assim a
hipertrofia cardiaca excéntrica (OLIVEIRA, KRIEGER, 2002). A hipertrofia cardiaca
concéntrica decorrente do treinamento de forca ¢ gerada pela sobrecarga pressorica que ocorre
no ventriculo esquerdo, ou seja, pelo aumento da pos-carga, que ¢ caracterizado pelo elevado
pico de tensdo sistolica. Como resposta a essa sobrecarga hemodindmica ocorre aumento no
diametro dos midcitos, pela adicdo de novos sarcomeros em paralelo, o que leva a um
aumento na espessura da parede do ventriculo esquerdo (COLAN, 1997; GROSSMAN et al.,
1975; SHAPIRO, 1997).

3.5 Propolis

A propolis ¢ constituida de uma série de substancias resinosas, balsamicas e gomosas,
com uma consisténcia viscosa. E extraida de brotos e cascas de arvores ou outras partes do
tecido vegetal, pelas abelhas, as quais a transportam para a colmeia, onde modificam sua
composi¢do, com secrecdo propria como a cera e secrecdes salivar essencial, ou, ainda
resultante do processo de digestdo do polen pelas abelhas (PARK et al,. 2002). Possui aroma
caracteristico, dependendo da origem botanica, cor variando desde a amarelada, esverdeada
clara ao pardo escuro.

A origem do nome propolis vem do grego, onde pro (defesa) e polis (cidade) significa
que as abelhas utilizam para a defesa da sua colméia contra predadores e microrganismo

(PEREIRA et al., 2002). A sua composigdo basica ¢ de 50% de resinas vegetais, 30% de cera



de abelha, 10% de oOleos essenciais, 5% de podlen, 5% de microelementos como aluminio,
calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C
e E (PARK et al., 2002; BURDOCK, 1998; FUNARI, FERRO, 2006; MENEZES 2005;
WOISKY et al., 1998). Estes valores sdo da propolis da espécie Apis Mellifera, L.. Esta vem
sendo utilizada ha milhares de anos em medicina popular e atualmente varias pesquisas sao
realizadas visando a confirmar as atividades antifingicas, antiprotozodaria, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antineoplasica e antioxidante (MENEZES, 2005).

A composi¢ao quimica da propolis inclui flavonoides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), acidos aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas, terpenoides e
fenilpropanoides (como os 4acidos cafeico e clorogénico), esteroides, aminodacidos,
polissacarideos, hidrocarbonetos, 4cidos graxos e varios outros compostos em pequenas
quantidades (HU et al., 2005; HAYACIBARA et al., 2005; OZKUL et al., 2004; MATSUDA
et al., 2002; ROCHA et al., 2003). Ha também na sua constituigdo elementos inorganicos
como o cobre, manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio (MARCUCCI, 1996). De
todos esses grupos de compostos, certamente o que vem chamando mais atencdo dos
pesquisadores € o dos flavonoides (LIMA, 2007). A eles, bem como aos acidos fenolicos, sdo
atribuidas as propriedades antibacteriana, antiviral e antioxidante (VOLPI, BERGONZINI,
2006). Mais de 200 compostos foram identificados em diferentes amostras de propolis
(MARCUCCI., 2001).

As propolis de areas tropicais, especialmente as brasileiras, t€ém mostrado diferencas
significantes nas suas composi¢des quimicas em relagdo a propolis da zona temperada. Por
essa razdo, a propolis brasileira t€ém se tornado objeto de grande interesse por parte dos
cientistas (TRUSHEVA et al., 2006). A propolis verde brasileira, produzida em Minas Gerais
e Sao Paulo, possuem em sua composi¢ao quimica derivados prenilados do acido p-cumarico
e grande quantidade de flavonoides, muitos dos quais ndo estdo presentes em propolis da

Europa, América do Norte ¢ Asia (SIMOES et al., 2004).

3.5.1 Agdo antioxidante da propolis
Os acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas das células podem ser
oxidados por peroxidacdo enzimdtica ou auto-oxidativa, mediante reagdes que envolvam
radicais livres. Um excesso desses radicais pode levar a reagdo em cadeia incontrolada e a
peroxidagao lipidica.
A peroxidagao lipidica ocorre em trés estagios: iniciacao, propagacao e terminagao. No

estagio de iniciagdo ocorre interagdao do acido graxo insaturado com o oxigénio, formando um



radical lipidico. No estagio de propagac¢do, o radical lipidico reage com oxigénio molecular,
formando radical peroxila, que pode atacar outra molécula de lipideo, formando mais radicais
livres. No estdgio de terminacdo, os radicais livres reagem com antioxidantes formando
produtos inertes. A peroxidagdo lipidica pode ser suspensa por inativagdo enzimadtica dos
radicais livres pelos antioxidantes que inibem o estagio de iniciagdo e/ou aceleram o estagio
de terminagdo (COOK, SAMMAN, 1996).

Os flavonoides inibem a peroxidagdo lipidica in vitro no estagio de iniciagdo, por
atuarem como antioxidantes, eliminando anion superoxido e radicais hidroxilas. Propde-se
que flavonoides interrompam a reacdo em cadeia dos radicais livres, doando atomos de
hidrogénio ao radical peroxila, formando um radical de flavonoide. O radical flavonoide,
entdo, reage com o radical livre, terminando, assim, a propagacdo da rea¢do em cadeia

(COOK, SAMMAN, 1996).

3.6 Modelo Animal

Grandes dificuldades impedem o estudo dos mecanismos patogénicos da aterosclerose
em humanos, por isso torna-se fundamental a presenca de um modelo experimental bem
caracterizado para tal patologia. Os camundongos selvagens s3o altamente resistentes ao
desenvolvimento de aterosclerose pela grande concentragdo de HDLc (BRESLOW, 1996;
JAWIEN et al., 2004). A HDLc ¢ responsavel pelo transporte de mais de 85% do colesterol
plasmatico de camundongos, enquanto que em humanos a principal lipoproteina carreadora de
colesterol ¢ a LDL (65-85%) (BRESLOW, 1996; HOFKER et al., 1998; NEUZIL et al.,
1998; FAZIO, LINTON, 2001 ).

Segundo Smithies e Maeda (1995), os camundongos naturalmente apresentam niveis
de HDL elevados enquanto que niveis de LDL sdo baixos em relacdo aos niveis encontrados
em humanos, sendo que tais condi¢des exercem um papel protetor fundamental contra a
aterosclerose. Este modelo animal apresenta a auséncia da lipoproteina A, uma lipoproteina
pro-aterogénica presente em humanos. Embora existam diferengas no transporte e no
metabolismo de lipidios entre camundongos e humanos, alteragdes em partes especificas das
vias tornam as duas espécies similares.

Nas décadas de 60 e 70, foram elaboradas algumas dietas capazes de induzir uma
hiperlipidemia leve em camundongos (VESSELINOVITCH, WISSILER, 1968). Uma vez
alimentadas por varios meses com tais dietas, certas cepas desenvolveram lesdes com estrias
de gordura na aorta proximal (ROBERTS, THOMPSON, 1976). Na década de 1980, varios

pesquisadores caracterizaram as lipoproteinas e demonstraram as diferencas nos niveis destas



associadas as diferentes cepas de camundongos (LEBOEUF et al., 1983; LUSIS et al., 1983).
Paigen et al. (1987) desenvolveram um método que permitiu quantificar lesdes
ateroscleroticas em camundongos.

Na década de 1990, com a engenharia genética, desenvolveram-se modelos de
camundongos transgénicos que desenvolvem lesdes avangadas em contraste com as discretas
lesdes observadas em camundongos selvagens alimentados com dietas aterogénicas
(BRESLOW, 1996). Apesar das diferencas, estes animais possuem, com poucas exce¢oes, 0
mesmo conjunto de genes que controlam o metabolismo de lipoproteinas em seres humanos, e
diante de facilidades, como rapida reprodugdo, conhecimento amplo da sua genética,
formagdo relativamente répida das lesdes aterosclerdticas € o seu pequeno tamanho, os
camundongos emergiram, ao longo das décadas, como os melhores modelos experimentais
para o estudo da aterosclerose (VANDERLAAN et al., 2004; HOFKER et al., 1998).

Ha concordancia de que camundongos “knockout” para Apo E (apolipoproteina E) ou
para o receptor de LDL (LDL r-/-) podem desenvolver lesdes aterogénicas que compartilham
aspectos semelhantes as lesdes humanas avangadas (ROSENFELD et al., 2000; CALARA et
al., 2001; JOHNSON, JACKSON, 2001; SONG, LEUNG, SCHINDLER, 2001;
FERNANDES et al., 2006).

A deficiéncia dos receptores para a LDL em humanos leva a hipercolesterolemia
familiar homozigoética, onde os niveis de LDL no plasma se aproximam de 1000 mg/dL,
podendo causar um quadro de infarto agudo do miocardio durante a segunda década de vida
(FAZIO, LINTON, 2001). J4& em camundongos a deficiéncia para o receptor de LDLr-/-,
provoca apenas uma modesta hipercolesterolemia de aproximadamente 250 mg/dL, com
aumento dos niveis séricos das lipoproteinas aterogénicas LDL e IDL, ndo ocorrendo o
desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas quando alimentados com dieta comercial
(DAUGHERTY, 2002). Contudo, quando alimentados com dieta aterogénica, esses animais
desenvolvem grave hipercolesterolemia, com niveis de colesterol entre 1000-1200 mg/dL e
graves lesoes ateroscleroticas ao longo da arvore aortica (FAZIO, LINTON, 2001).

Camundongos machos e fémeas LDLr-/- sdo férteis, possuem os niveis de colesterol
total no plasma 35 vezes maior que nos animais selvagens (WT), apresentam um aumento de
7 a 8 vezes na quantidade de IDL sem apresentar mudancas significativas no HDL, e os niveis
de triacilglicerois sao normais (ISHIBASHI et al., 1994).

Estudos recentes mostram que camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
hiperlipidica por 15 dias desenvolvem a aterosclerose, aumento de 4,7 e 1,2 vezes na

concentracdo plasmatica de colesterol e triglicérides, respectivamente, em relacdo aos



camundongos LDLr-/- com dieta padrio (KRIEGER et al., 2006). Garcia et al. (2008)
confirmam que estes camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica por 15 dias,
apresentaram aumento de 30% no didmetro dos cardiomidcitos quando comparados aos
camundongos alimentados com dieta padrao, além do aumento do coldgeno intersticial e
perivascular, fato importante que indica presenca de hipertrofia cardiaca nestes camundongos.

Garcia et al. (2011) mostraram que os camundongos LDLr-/- desenvolveram
hiperlipidemia espontanea moderada, apresentando niveis séricos da HDL elevados, o que os
tornam mais resistentes ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas e estresse oxidativo,

comparados aos camundongos Wide Type.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cuidados Eticos

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de FEtica de
Experimentacdo Animal da Universidade Jos¢ do Rosario Vellano — UNIFENAS, n° do
parecer: 04A/2011.

4.2 Local
O trabalho experimental foi realizado na Universidade Jos¢ do Rosério Vellano, em

Alfenas - MG, no biotério da P6s-graduagao da Unifenas.

4.3 Protocolo experimental

Os experimentos foram realizados em camundongos homozigotos para a auséncia do
gene do receptor de LDL (LDLr-/-) gerados no “background” C57BL6, machos com 3 meses
de idade, pesando 23 + 3g. Os animais foram obtidos do Jackson Laboratories (EUA) e
criados no biotério da pds-graduagao da UNIFENAS com controle de temperatura e controle
de 12 horas no ciclo claro/escuro.

Os camundongos permaneceram em ambientes climatizados em 20°C, por 75 dias e
controle de 12 horas no ciclo claro/escuro. As gaiolas tinham piso com maravalha e eram
trocadas sempre que necessario evitando o excesso de umidade e mau cheiro. Estes animais
ficaram em jejum por 12 horas e foram pesados em balanca de precisdo. Apos a pesagem 0s
camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos e receberam ragdo hiperlipidica e
agua a vontade iniciando o projeto.

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais sendo o grupo
controle (HL, n° = 10), grupo HL NAT (n° = 10), grupo HL PRO (n° = 10), grupo HL PRO
NAT (n° = 10).

Na primeira quinzena, os camundongos ndo realizaram nenhuma atividade e foram
induzidos a hipercolesterolemia pela ingestao da racdo hiperlipidica (KRIEGER et al., 2006).

No grupo controle, denominado HL, os animais receberam racdo hiperlipidica com
20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% acido colico por 75 dias e foram submetidos
ao estresse aquatico (protocolo adaptado de EVANGELISTA et al., 2003). No grupo
denominado HL NAT, os animais receberam rac¢ao hiperlipidica com 20% de gordura total,

1,25% de colesterol e 0,5% 4acido colico por 75 dias e foram submetidos ao protocolo de



natacdo 5 dias por semana, 1 hora por dia, durante 60 dias (protocolo adaptado de
EVANGELISTA et al., 2003). No grupo denominado HL PRO, os animais receberam ragio
hiperlipidica com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% acido cdlico por 75 dias.
Foi administrado via oral 70 pL de extrato alcodlico de propolis a 85,7%/animal/dia, durante
60 dias e foram submetidos ao estresse aquatico (protocolo adaptado de EVANGELISTA et
al., 2003). No grupo denominado HL NAT PRO, os animais receberam racdo hiperlipidica
com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% dacido cdlico por 75 dias e foram
administrados via oral 70 pL de extrato alcoolico de propolis a 85,7%/animal/dia, durante 60
dias e foram submetidos ao protocolo de natagdo 5 dias por semana, 1 hora por dia, durante 60
dias (protocolo adaptado de EVANGELISTA et al., 2003).

Os camundongos dos grupos que tiveram o estresse aquatico (manejo, temperatura da
dgua, umidade) foram submetidos a natacdo por 5 minutos, seguindo os dias ¢ sessoes
progressivas dos grupos que foram submetidos ao treinamento da natagao.

A propolis foi administrada por via oral, utilizando-se uma micropipeta volumétrica
monocanal de volume variavel de 10 a 100 pL e cada animal dos grupos HL PRO e HL NAT
PRO recebeu a dose 70 pL. A administragdo da propolis aconteceu diariamente durante 60
dias, sempre as 8 horas, ¢ iniciaram apds 15 dias do inicio do experimento.

A natagdo foi realizada em piscina individual, com 30 cm de profundidade e 15 x 15
cm de largura, 4gua potavel trocada a cada sessdo, com temperatura de 32 a 36°C. As sessoes
de treinamento de natacdo aconteceram sempre as 12 horas e iniciaram ap6s 15 dias do inicio
do experimento. A frequéncia e o tempo de execugao da natagdo foram progressivos:

- 1* semana de treinamento (16° ao 22° dia): foram realizadas 3 sessdes semanais de 30
minutos por sessdo, em dias alternados: segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira.

- 2% semana de treinamento (23° ao 29° dia): foram realizadas 4 sessdes semanais de 45
minutos por sessdo, em dias alternados: segunda-feira, ter¢a-feira, quinta-feira e sexta-feira.

- 3* semana em diante (30° ao 75° dia): foram realizadas 5 sessdes semanais, de 60 minutos
por sessdo nos dias: segunda-feira, terca-feira, quarta-feira, quinta-feira e sexta-feira, com

descanso no sdbado e domingo até o final do experimento.

4.4 Amostras para analises
Apds 75 dias de experimento, os camundongos permaneceram por jejum de 12 horas
e, em seguida, foram pesados e anestesiados por via intraperitonial (IP), utilizando-se

Xilazina/ Ketamina (Bayer AS- e Parke-Davis:) nas concentragdes de 6 e¢ 40 mg/Kg,



respectivamente. O sangue foi colhido por pun¢do do plexo venoso retro-orbital, utilizando
capilares heparinizados, ¢ o soro foi obtido para andlises bioquimicas de triglicérides,
colesterol total e suas fracoes HDL, LDL ¢ VLDL.

Em seguida a toracotomia, o coragdo e a artéria aorta foram removidos. O coragdo de
cada animal foi pesado em balanga de precisdo, modelo HR 202 e o coragdo foi dissecado,
retirando-se os atrios e o ventriculo direito, isolando-se o ventriculo esquerdo. Este foi
novamente pesado e colocado junto com a aorta, sendo ambos fixados em formalina a 10%.
Em seguida foram incluidos em parafina para cortes histologicos de quatro micrdmetros de

espessura, segundo Junqueira et al. (1979).

4.5 Anélises das amostras de sangue

O soro sanguineo foi enviado ao Laboratério Louis Pasteur de andlises clinicas,
situado em Alfenas, Minas Gerais, para as seguintes analises: colesterol total (CT) e suas
fracdes: os lipideos séricos (triglicérides, colesterol total e HDLc) foram mensurados por
métodos enzimaticos colorimétricos, utilizando-se protocolos descritos nos “kits” comerciais
(In Vitro®) por automagdao (HEDRICK et al., 2001). O VLDLc foi calculado pela divisdo dos
niveis plasmaticos de triglicérides por 5 (TIAN et al., 2006). O LDLc foi determinado pela
formula: LDLc = Colesterol total - (HDLc + VLDLc) (FRIEDEWALD, LEVY,
FREDRICKSON, 1972). Foram empregados sistemas colorimétricos e enzimaticos, cujos

procedimentos técnicos utilizados seguiram os protocolos descritos nos “kits” comerciais.

4.5.1 Analises séricas das triglicérides

A triglicerolemia foi determinada pelo método enzimético colorimétrico que utiliza
quatro enzimas, conforme o “kit” triacilglicer6is GPO-ANA da Labtest. O glicerol liberado
pela hidrolise do triacilglicerol contido no soro, catalisada pela lipase da lipoproteina, ¢é
convertido pela acdo da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato, que ¢ oxidado a
dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca de glicerolfosfato oxidase. A reagdo de
acoplamento entre o peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina ¢ ESPAS ¢ catalisada pela
peroxidase, produzindo a quinoneimina, que tem maximo de absorbancia em 540nm
(TRINDER, 1969). O Kit ¢ composto de: solu¢ao tampao 50mmol/L, pH 6,5; acetado de Mg
Smmol/L, ESPAS 1 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,7 mmol/L, ATP 0,3 mmol/L,
glicerolquinase > 800U/L, glicerolfosfato >2500U/L, lipase da lipoproteina >100KU/L,

peroxidase > 350U/L, azida sdédica 1,54mmol/L. As amostras foram preparadas de acordo



com as instrug¢des do fabricante, e, apos a leitura da absorbancia em 540nm, a concentracao de

triglicérides foi calculada em mg/dL.

4.5.2 Analise sérica do colesterol total

A colesterolemia foi determinada pelo método enzimatico, conforme kit colesterol
Liquiform da Labtest, utilizando-se associagdo da reacdo de oxidagdo catalisada pelo
colesterol oxidase, apds hidrdlise dos ésteres de colesterol, com leitura de absorbancia em 500
nm (TRINDER, 1969). O “Kit” de dosagem ¢ composto: tampao 50 mmol/L. contendo
0,01g/dL, pH 7.0, colesterol esterase (>150U/L), colesterol oxidase (>175U/L), peroxidase
(>1000U/L), 4-aminoantipirina 0,5nmol/L, fenol 2,4mmol/L, solu¢do padrio 200mg/dL,
preservativos e conservantes. As amostras foram preparadas de acordo com as instru¢des do
fabricante do “kit”, e, apds a leitura da absorbancia em 500 nm, foi calculada a concentracao

de colesterol em mg/dL.

4.5.3 Analises séricas do HDL

Foi utilizado o sistema enzimatico do “kit” colesterol HDL da Labtest para
precipitacdo das lipoproteinas de baixa e de alta densidade (LDL e VLDL) e determinagdo do
colesterol HDL no sobrenadante apds centrifugacdo (WARNICK, NAUCK, RIFAI, 2001). O
kit contém: precipitante com acido fosfotingstico 1,5nmol/L e cloreto de magnésio 54
mmol/L, solugdo padrdo 20mg/dL. de HDL e reagente de cor - colesterol Liquiform Labtest.
ApoOs a medida da absorbancia das amostras em 500nm, foi calculada a concentracao de

colesterol HDL em mg/dL.

4.5.4 Analises séricas do VLDL e LDL
Os valores das concentracdes do colesterol VLDL foram obtidos pela divisdao dos
valores de triglicérides por 5 e os valores do colesterol LDL pela subtracdo de colesterol HDL

e VLDL do colesterol total, de acordo com Friedewald, Levy e Fredrickson (1972).

4.5.5 Procedimento histoldgico e imunoistoquimico

Logo apds a remogdo, o coragdo foi dissecado e o ventriculo esquerdo foi isolado,
pesado e calculou-se a propor¢ao do peso ventricular esquerdo (mg) pelo peso do animal (g).
Estes foram incluidos em parafina para cortes histologicos de quatro micrometros de

espessura, segundo Junqueira et al. (1979). Na avalia¢do imunoistoquimica, os cortes



histolégicos da aorta e do ventriculo esquerdo foram tratados com peroxido de hidrogénio a
3% para bloquear a atividade da peroxidase enddgena. Foi feito o bloqueio dos sitios
inespecificos com leite desnatado 2% diluido em PBS (phosphate-buffered saline) 10 Mm pH
7,4. As laminas foram incubadas por 12 horas com anticorpo policlonal produzido em coelho
anti-CD40L (Santa Cruz® 1:50) em cAmara Gmida. Apods a incubagio com o anticorpo
primario, foi feita a incubacdo com anticorpo secundario biotinilado (kit Dako® LSAB+),
durante uma hora a 37 °C. Para evidenciar as areas imunorreativas, os cortes foram incubados
com o complexo conjugado com peroxidase (Dako® LSAB+), durante 45 minutos a 37 °C e
colocados em solugdo de cromédgeno (50 mg de DAB em 50 ml de PBS com 3 ml de dgua
oxigenada 10%) por trés minutos.

Apbs contracoloragio com hematoxilina de Harris (Sigma®) por 25 segundos, as
laminas foram montadas e analisadas em microscopio Optico. As fotomicrografias foram
analisadas pelo software LGMC-image versdo 1.0 e as porcentagens fracionais da area

imunorreativa para o CD40L do miocardio foram adquiridas (ARMSTRONG et al., 1998).

4.5.6 Analise das alteragdes morfologicas e morfometria

Para analises das alteragdes morfologicas e morfométricas, os cortes histoldgicos da
aorta e do ventriculo esquerdo foram corados com hematoxilina/eosina e picrosirius red para
analise qualitativa do coldgeno na parede ventricular esquerda. Foram obtidas quatro
fotomicrografias, a partir de um mesmo ponto pré-fixado dos cortes transversais das aortas de
cada animal, utilizando-se a camara digital acoplada ao programa Leica IM50 (versdo 1.20).
Os cortes corados com picrosirius red foram analisados com luz ndo polarizada. Cada
fotomicrografia foi analisada e areas marcadas em vermelho pelo picrosirius red foram
analisadas qualitativamente. Todas as andlises histoldgicas foram executadas por um unico

examinador, utilizando o método duplo cego.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + Erro Padrao da Média (EPM). A andlise de
variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey foi utilizada para comparar as médias entre
diferentes grupos. As diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05

(software GraphPad InStat).



5 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados relacionados ao perfil lipidico e ndo foram
observadas diferengas significativas dos niveis colesterol total (CT) e da fragdo LDLc nos
animais dos 4 grupos experimentais. Entretanto, observou-se um aumento dos niveis séricos
do HDLc nos camundongos dos grupos HL NAT, HL PRO e HL NAT PRO quando
comparados com os do grupo HL. Contudo, os camundongos do grupo HL PRO apresentaram
maiores niveis séricos desta fragdo em relagdo aos camundongos do grupo HL NAT PRO. Os
camundongos deste ultimo grupo apresentaram niveis sé€ricos de HDLc maior que os
camundongos do grupo HL NAT. Com rela¢do aos niveis séricos da fragdo VLDLc e TG
observou-se diminui¢do nos camundongos dos grupos HL NAT e HL PRO em relacdo aos
dos grupos HL ¢ HL NAT PRO. Porém, as relacdes CT/HDL, LDL/HDL e TG/HDL foram
menores no grupo HL PRO e HL NAT PRO quando comparados ao grupo HL.

TABELA 1 - Niveis séricos de colesterol total (CT) e suas fragdes HDLc, LDLc ¢ VLDLc,
triglicerideos (TG) e as relacdes CT/HDL, LDL/HDL, TG/HDL entre camundongos HL
(hiperlipidémicos), HL NAT (hiperlipidémicos submetidos a natagdao), HL PRO
(hiperlipidémicos tratados com propolis) e HL NAT PRO (hiperlipidémicos submetidos a

natacdo e tratados com propolis).

Parametros Grupo Grupo Grupo Grupo
HL HL NAT HL PRO  HL NAT PRO
N 10 10 10 10
Colesterol total 869+15% 868+23 882+25% 918+11°
(mg/dL)

HDLc (mg/dL) 20+1¢ 36+6° 75+5° 57+7°
LDLc (mg/dL) 814429 2 793421° 763+64° 840+20°

VLDLc (mg/dL) 54+4° 34+2° 31+2° 46+5
TG (mg/dL) 271422° 169+11° 156+11° 244 £27°

CT/HDLc 44+2° 31+4° 13+1°¢ 1742¢

LDL/HDLc 38+2° 31447 11+1° 16+2°
TG/HDLc 14+2° 5+1° 240,2° 4,5+0,5

Os dados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). Letras iguais, nas linhas, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (ANOVA + Tukey test).

Na andlise morfologica e morfométrica da aorta verificou-se que os animais do grupo
HL apresentaram area de lesdo aterosclerdtica de estagio IV (Figura 4). A natacdo e a propolis

isoladas ou associadas nos camundongos dos grupos HL NAT, HL PRO ¢ HL NAT PRO,



respectivamente, preveniram o desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica, impedindo o
aumento da area de lesdo quando comparados com os do grupo HL (Tabela 2 e Figura 4), com
area de lesdo aterosclerotica de estagio I e II. Isto foi seguido também da preven¢do do
processo inflamatdrio na aorta, em que a aorta dos camundongos dos grupos HL NAT e HL
PRO apresentaram menor area imunorreativa para CD40L quando comparados com os do
grupo HL (Tabela 2 e Figura 4). Os camundongos que foram submetidos a natagdo e tratados
com propolis, grupo HL NAT PRO, apresentaram area de lesdo semelhante ao dos grupos HL
NAT e HL PRO, entretanto apresentaram menor area imunorreativa para CD 40L quando

comparados com os grupos HL NAT e HL PRO (Tabela 2 e Figura 4).

TABELA 2 — Area de lesdo aterosclerética na aorta, porcentagem da 4rea imunorreativa para
CDA40L na aorta e no miocardio/endocérdio, da propor¢ao peso ventricular (PV)/ peso animal
(PA) e do didmetro dos cardiomiocitos entre camundongos HL (hiperlipidémicos), HL NAT
(hiperlipidémicos submetidos a nata¢do), HL PRO (hiperlipidémicos tratados com propolis) e

HL+NAT+PRO (hiperlipidémicos submetidos a natacao e tratados com préopolis).

Parametros Grupo Grupo Grupo Grupo
HL HL NAT HL PRO HL NAT PRO
N 10 10 10 10
Area de lesdo 555241643 4844398° 195£167° 109+£109°
aterosclerotica (umz)
% de area
imunorreativa para 7,3+0,4° 4,3+0,8° 3,340,2° 1,8+0,4°
CD40L na aorta
% de area
imunorreativa para 5,2+0,4° 1,8+0,2° 2,4+0,5° 0,5+0,1°
CD40L no
miocardio/endocardio
PV/PA 4,5+0,1° 3+0,1° 2,9+0,1° 3,240,1°
Diametro dos
cardiomidcitos (um) 25+0,6" 23+0,7*° 20+0,8" 21+1°

Os dados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). Letras  iguais, nas linhas, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (ANOVA + Tukey test).

Na analise morfologica e morfométrica do ventriculo esquerdo verificou-se que a
natagdo e a propolis isoladas nos camundongos dos grupos HL NAT e HL PRO,
respectivamente, preveniram o desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda quando
comparados com os do grupo HL (Tabela 2 e Figura 4), prevenindo o deposito de colageno
(Figura 4) sem alterar o didmetro dos cardiomiocitos no grupo HL NAT (Tabela 2).

Entretanto, os diametros dos cardiomidcitos dos ventriculos dos camundongos dos grupos HL



PRO e HL NAT PRO (Tabela 2) ndo tiveram aumento quando comparados entre si. O grupo
NAT retardou em 8% o aumento do didmetro do cardiomiécito, o grupo PRO retardou em
20% e o grupo NAT PRO retardou em 16% quando comparado com o grupo HL. Os
camundongos dos grupos HL NAT e HL PRO apresentaram menor area imunorreativa para
CD40L quando comparados com os do grupo HL, mostrando um efeito preventivo no
processo inflamatério do miocéardio/endocardio em condig¢des isoladas. Contudo, quando em
condi¢cdes associadas no grupo HL NAT PRO este efeito foi mais exacerbado, apresentando

menor area imunorreativa, nestes camundongos, quando comparados com os do grupo HL

NAT e HL PRO (Tabela 2 ¢ Figura 4).

HL HL+NAT HL+PRO HL+NAT+PRO

Figura 4- Fotomicrografias de cortes histologicos da aorta (painel A- corados com HE mostrando area de leso
aterosclerotica indicada pela seta); Fotomicrografias de cortes histoldgicos transversais da aorta (painel B- area
imunorreativa para CD40L indicado pela seta e coloragdo marrom); Fotomicrografias de cortes histologicos do
miocardio/endocardio (painel C- corados com picrosirus red mostrando deposito de colageno intersticial
conforme seta indicativa e cor vermelha); Fotomicrografias de cortes histologicos do miocéardio/endocardio
(painel D- area imunorreativa para CD40L em camundongos HL (hiperlipidémicos), HL NAT (hiperlipidémicos
submetidos a natagdo), HL PRO (hiperlipidémicos tratados com propolis) e HL NAT PRO (hiperlipidémicos

submetidos a natagdo e tratados com propolis conforme seta e coloragdo marrom).



6 DISCUSSAO

No presente estudo observou-se que a propolis isoladamente e/ou associada a natagao
aumentou os niveis séricos de HDL, prevenindo o processo inflamatorio cardiovascular, a
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) e o desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica,
diminuindo as relagdes CT/HDLc, LDL/HDLc e TG/HDLc nos camundongos LDLr-/-
alimentados com dieta hiperlipidica. Entretanto, a propolis isoladamente e/ou associada a
natag@o nao interferiu nos niveis séricos do CT e do LDLc. Contudo, a propolis isoladamente
preveniu a hipetrigliceridemia e o aumento do VLDL. Além disso, induziu um aumento no
nivel sérico de HDL mais pronunciado do que quando associada & natagdo. A natacdo
isoladamente no presente estudo foi benéfica no controle da dislipidemia, mas nao na mesma
proporcao quando comparada com associagao da prépolis.

GARCIA et al. (2011) observaram que os camundongos LDLr-/- alimentados com
dieta padrdo para roedores apresentaram aumento dos niveis séricos de HDL, quando
comparados com seu “background” C57Bl6, o que preveniu o processo inflamatério e a
resisténcia insulinica, e consequentemente apresentaram resisténcia ao desenvolvimento das
lesdes ateroscleroticas. No presente estudo, o camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram dislipidemia severa associada com pronunciada diminui¢do dos
niveis séricos do HDL e, consequente, desenvolvimento de processo inflamatorio
cardiovascular, caracterizado pela marcada expressdo do CD40L tanto no ventriculo esquerdo
como na parede da aorta, formagdo de placa de ateroma e hipertrofia ventricular esquerda
(HVE). A diminui¢do dos niveis séricos do HDL associados a hipercolesterolemia, a
hipertrigliceridemia e ao processo inflamatério pode ser o denominador comum para
aterogénese e hipertrofia ventricular esquerda (HVE) nos camundongos do grupo HL neste
estudo. Além disso, camundongos LDLr-/- alimentados com dietas hiperlipidicas
apresentaram resisténcia insulinica (GARCIA et al., 2011) e maior estresse oxidativo
(KRIEGER et al., 2006) os quais sustentam a aterogénese ¢ a hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) neste estudo.

Com o surgimento da hipdtese oxidativa para a aterosclerose (STEINBERG et al.,
1989; MEILHAC et al., 2001), experimentos in vitro, em modelos animais ¢ humanos,
mostraram que os lipideos oxidados exibem efeitos pro-aterogénicos (MEILHAC et al.,
2001). Nos eventos iniciais da aterogénese, a lipoproteina de baixa densidade oxidada

(LDLox) ¢ rapidamente internalizada e acumulada nos macrofagos, formando assim, as



células espumosas, que se encontram e depositam no espago subendotelial (LUSIS, 2000;
LIBBY, 2002). A LDLox ¢ citotdxica para as células endoteliais, promovendo a expressao de
citocinas e a proliferacdo celular, inibindo o relaxamento vascular induzido pelo 6xido nitrico
(NO) e desencadeando, assim, uma cascata de respostas inflamatorias (SMITH, 2001). De
acordo com esta hipotese, o aumento na area de ateroma dos camundongos HL, no presente
estudo, associada a dislipidemia severa, foi decorrente do processo inflamatorio, determinado
pelo aumento na expressdo do CD40L, com consequente geracdo de espécie reativa de
oxigénio (ERO) e menor biodisponibilidade do NO, que induziram um aumento da oxidagao
da LDL e a aterogénese.

O desequilibrio entre a producdo e a remocado de espécies reativas de oxigénio (ERO)
¢ denominado estresse oxidativo. Vérias situacdes fisiopatoldgicas e genéticas podem induzir
o estresse oxidativo cardiaco, como hipercolesterolemia (SATO et al., 2004), estresse
mecanico no miocardio (AIKAWA et al., 2001) e processos inflamatorios (YAOet al., 2006).
Portanto, o marcado processo inflamatorio cardiaco nos camundongos HL associado ao
estresse oxidativo decorrente da maior expressao do CD40L no tecido cardiaco e consequente
diminui¢do da biodisponibilidade de oxido nitrico (NO) sustentam a via da hipertrofia
ventricular esquerda observada nos camundongos HL deste estudo, caracterizada pelo
aumento do deposito de colageno e dos diametros dos cardiomiocitos.

No presente estudo, a natacdo e a propolis separadas e/ou associadas preveniram a
HVE, a aterogénese, a inflamagao ventricular e arterial, diminuindo a expressao de CD40L e
aumentando os niveis plasmaticos da HDLc.

Estudos mostraram que a atividade fisica regular promove a diminui¢ao da inativacao
do 6xido nitrico (FOGARTY et al., 2004; TRAVERSE et al., 2000), aumenta a produgdo de
oxido nitrico (TAKAMURA et al., 2002), aumenta a expressdo da enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS) (GRIFFIN et al., 2001) e promove angiogénese induzida pelo fator
de crescimento endotelial wvascular, além de ter como efeito final o aumento da
biodisponibilidade do 6xido nitrico. O aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico em
resposta & diminuicdo da expressdo de CD40L no presente estudo pode ser o fator que
preveniu a hipertrofia ventricular e a aterogénese nos camundongos do grupo HL NAT.
Portanto, a HVE foi atenuada pelo efeito anti-inflamatorio, decorrente do aumento sérico do
HDLc, pela diminuigdo da superexpressaio CD40L diminuindo a fibrose e desarranjos
cardiacos e pela acdo da atividade antioxidante e consequente diminui¢do do estresse
oxidativo, o que resultou em efeitos anti-inflamatdrios e retorno a homeostase. Além disso, a

via NO/GMPc ativa os canais de Katp do sarcolema (BAKER et al., 2001), com provavel



inibicdlo da 70-KDa S6 Kinase, atenuando a resposta hipertrofica em modelos
hiperlipidémicos (LEE et al., 2004).

A prevencdo da aterogénese pela natagdo no presente estudo foi decorrente do menor
estresse oxidativo e maior biodisponibilidade do NO em resposta a elevacao da concentragdo
de HDL sérica e aumento do estresse de cisalhamento (shear stress) sobre a parede vascular
provocada pelo aumento do débito cardiaco durante a natagdo nos animais do grupo HL NAT.
A HDLc ¢ uma lipoproteina que realiza o transporte reverso do colesterol, retirando o excesso
de colesterol livre ndo s6 de membranas celulares como do proprio subendotélio e trans-

r
pOftandO ate (0] ﬁgadO para Ser degradado (SHILS et al., 2005), além do seu efeito anti-inflamatorio e antioxidante (DA SILVA et al., 2006). O
efeito anti-inflamatério e antioxidante da HDLc no grupo HL NAT foi visualizado pela diminui¢éo da area imunorreativa para 0 CD40L na aorta e no miocardio/endocardio destes animais.

Em nossos estudos a propolis isolada ou associada com a natagdo aumentou os niveis
plasmaticos de HDL e diminuiu a expressao do CD40L tanto no miocardio quanto na parede
da aorta, prevenindo a HVE e a aterogénese. Estudos mostraram que a propolis ¢ um
antioxidante natural composto basicamente por flavonoides e compostos fenolicos, que
diminui a concentracdo e a atividade do superéxido desmutase (SOD), reduzindo a
peroxidagdo lipidica (MARCUCCI, 1995; ISLA et al., 2001; KROL, 1990) no estagio de
iniciagdo, por atuarem como antioxidantes eliminando anion superoxido e radicais hidroxilas.
Propde-se que flavonoides interrompam a reacdo em cadeia dos radicais livres, doando
atomos de hidrogénio ao radical peroxila, formando um radical de flavonoide. O radical
flavonoide, entdo, reage com o radical livre terminando, assim, a propagagdo da reacdo em
cadeia (BOUZIOTAS et al., 2004). O aumentou do HDL que ¢ um antioxidante e um anti-
inflamatorio (HOLVOET, 2008) nos camundongos dos grupos HL+PRO e HL+PRO+NAT
no presente estudo explica o efeito protetor da propolis no sistema cardiovascular, reduzindo
o estresse oxidativo e a peroxidagdo lipidica, prevenindo a aterogénese ¢ a HVE nestes

animais.



7 CONCLUSAO

A propolis isolada ou associada com uma atividade fisica regular foi benéfica na
protecdo cardiovascular por acdo anti-inflamatoria, determinada pela menor area
imunorreativa para CD40L, prevenindo a hipertrofia ventricular esquerda e a aterogénese

desencadeada pela dislipidemia dos camundongos LDLr-/- alimentados com dieta

hiperlipidica.
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