UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

ROBERTO CONDE SANTOS

AVALIACAO BIOMECANICA E MORFOMETRICA DOS EFEITOS DA NATAGAO
EM FEMURES DE CAMUNDONGOS KNOCKOUT PARA O GENE DO RECEPTOR
DE LDL (LDLr-/-)

ALFENAS/MG
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

ROBERTO CONDE SANTOS

AVALIAGAO BIOMECANICA E MORFOMETRICA DOS EFEITOS DA NATAGAO
EM FEMURES DE CAMUNDONGOS KNOCKOUT PARA O GENE DO RECEPTOR
DE LDL (LDLr-/-)

Dissertacao apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Biociéncias
Aplicadas a Saude pela Universidade Federal de
Alfenas. Area de concentracdo: Biociéncias
Aplicadas a Saude
Orientadoras: Profa. Dra. Silvia G. Ruginsk Leitdo
Profa. Dra. Luciana Azevedo
Co-orientadora: Profa. Dra. Evelise Aline Soares

ALFENAS/MG
2022



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Santos, Roberto Conde.

Avaliacao Biomecanica e morfométrica dos efeitos da natacao em
fémures de camundongos knockout para o gene do receptor de LDL (LDLr-/r-
) / Roberto Conde Santos. - Alfenas, MG, 2022.

52 f. :il -

Orientador(a): Silvia Graciela Ruginsk Leitao.

Dissertacao (Mestrado em Biociéncias Aplicadas a Satde) - Universidade
Federal de Alfenas, Alfenas, MG, 2022.

Bibliografia.

1. Hiperlipidemia. 2. Exercicio Fisico. 3. Tecido Osseo. I. Leitdo, Silvia
Graciela Ruginsk , orient. II. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.



09/11/2022 08:02

SENUMIFAL-MG - DB42885 - Folha de Aprovacao

ROBERTO CONDE SANTOS

AVAL]AQEO BIOMECANICA E MORFOMETRICA DOS EFEITOS DA NATA(;EO EM FEMURES DE CAMUNDONGOS

KNOCKOUT PARA O GENE DO RECERPTOR DE LDL (LDLr-/-)

A Banca examinadora abaixo-assinada aprova a
Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para a
obtencio do titulo de Mestre em Ciéncias pela
Universidade Federal de Alfenas. Area de concentraco:
Biociéncias aplicadas a Saude.

Aprovada em: 08 de novemnbro de 2022

Profa. Dra. Luciana Azevedo
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAL-MG

Profa. Dra. Flavia Da Ré Guerra
Instituigdo: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAL-MG

Prof. Dr. Daniel Martinez Saez
Instituigiio: Universidade Federal de Lavras

UFLA
Seil _. lDocumento assinado eletronicamente por Luciana Azevedo, Professor do Magistério Superior, em
et [Ii'] 08/11/2022, as 17:18, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
Blelibons Decreto n? £.539, de 3 de outybro de 2015

sejl

assinatura
eletronica

-

&

Documento assinado eletronicamente por Daniel Martinez Saez, Usuario Externo, em 08/11/2022,
as 17:26, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto 02 8,539,
de 8 de outubro de 2015.

i
Sel
assinatura
eletrbnica

-

&

Documento assinado eletronicamente por Flavia da Ré Guerra, Professor do Magistério Superior,
em 08/11/2022, as 17:30, conforme horarie oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

Degreto n? 8,539, de 8 de outubro de 2015,

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-

== informando o codigo verificador 0842865 e o codige CRC 37D6115D.




AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de
Financiamento 001.

A Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG, na figura do Magnifico Reitor
Prof. Dr. Sandro Amadeu Cerveira.

Ao Programa de Pods-graduacdo em Biociéncias Aplicadas a Saude, da
Universidade Federal de Alfenas, nivel Mestrado, na figura do Prof. Dr. Angel Mauricio
Castro Gamero.

As Orientadoras: Profa. Dra. Silvia Graciela Ruginsk Leitéo, Profa. Dra. Luciana
Azevedo e Profa. Dra. Evelise Aline Soares.

A minha esposa e filhos pela resignagéo e compreensao do sequestro do tempo
dedicado ao Mestrado em detrimento da familia.

A todos que diretamente e indiretamente me auxiliaram e me encorajaram a
completar esta etapa de minha vida.

A Deus, que me propiciou esta bengao!



RESUMO

As hiperlipidemias desencadeiam alteracbes nas concentracbes das lipoproteinas
plasmaticas, favorecendo o desenvolvimento de doengas crénicas. Os altos niveis do
colesterol e triglicérides podem causar modificagcbes no tecido 6sseo. Para o
tratamento de doencas metabdlicas, tais como as hiperlipidemias e a osteoporose,
exercicios fisicos sao indicados, entre estes a natagao, exercicio de baixo impacto e
promotor de contragdes musculares que sao estimuladoras do remodelamento 6sseo.
O presente estudo realizou uma analise dos efeitos da natagdo sobre a morfologia e
a biomecanica de fémures de camundongos selvagens e knockout para o gene do
receptor de LDL (LDLr-/-). Os camundongos foram divididos nos grupos sedentario e
natagéo, alimentados com ragao padréo ou ragéo hiperlipidica. O grupo submetido a
natacdo passou por sessdes diarias com duracdo de 40 min. cada, em tanques
individuais com controle de temperatura, por 60 dias. Apds esse periodo, 0s animais
foram anestesiados e eutanasiados para coleta de amostras de sangue total para
analises bioquimicas. Os fémures foram coletados para processamento histologico e
analises biomecénicas. A analise dos resultados demonstra que os camundongos
LDLr-/-, se apresentaram como um bom modelo experimental para hiperlipidemia e
que a natacdo, combinado ou ndo com dieta hiperlipidica, estabeleceu relagdo com a
reducdo das concentragcdes plasmaticas de colesterol total e triglicérides, bem como
com o aumento dos niveis de HDL e calcio plasmaticos. Os achados morfométricos e
biomecanicos mostraram alteracbes mais pronunciadas nos ossos cortical e
trabecular dos fémures dos camundongos LDLr-/- que receberam a dieta rica em
gordura e nado foram submetidos a natacdo. Mudangas nos niveis plasmaticos de
calcio, triglicerideos e colesterol e suas fragbes também foram mais marcantes neste
grupo. Em contraste, camundongos do tipo selvagem e LDLr-/- submetidos ao
treinamento aquatico, independente da dieta consumida, apresentaram niveis
plasmaticos elevados de HDL, o que provavelmente protegeu contra alteragbes
mecanicas e morfoldgicas dos fémures. As avaliacdes biomecéanicas e morfométrica
realizadas no presente estudo sugerem que a natacao e a dieta balanceada em teor

lipidico possam prevenir os efeitos nocivos da hiperlipidemia sobre o tecido dsseo.

Palavras-chave: Hiperlipidemia; Exercicio fisico; Tecido 6sseo.



ABSTRACT

Hyperlipidemias trigger changes in plasma lipoprotein concentrations, favoring the
development of chronic diseases. High levels of cholesterol and triglycerides may
cause changes in bone tissue. For the treatment of metabolic diseases, such as
hyperlipidemia and osteoporosis, physical exercises are indicated, including
swimming, and low-impact exercise, which may promote muscle contractions that
stimulate bone remodeling. Therefore, the present study analyzed the effects of
swimming on the morphology and biomechanics of femurs from wild-type and LDL
receptor gene knockout (LDLr-/-) mice. Mice were divided into sedentary and
swimming groups, and subdivided in those fed with standard rodent chow or high-fat
diet. The group submitted to swimming underwent daily sessions lasting 40 min. each,
which were performed in individual tanks with controlled temperature, for 60 days. After
this period, the animals were anesthetized and euthanized for collection of whole blood
samples for biochemical analysis. Femurs were collected for histological processing
and biomechanical analysis. The results demonstrate that LDLr-/- mice represent a
good experimental model for hyperlipidemia and that swimming, combined or not with
a high-fat diet, established a relationship with the reduction of plasma concentrations
of total cholesterol and triglycerides, as well as with increased levels of plasma HDL
and calcium. The morphometric and biomechanical findings showed more pronounced
alterations in the cortical and trabecular bones of the femurs obtained from LDLr-/-
mice that received the high-fat diet and were not submitted to swimming. Changes in
plasma levels of calcium, triglycerides and cholesterol and their fractions were also
more marked in this group. In contrast, wild-type and LDLr-/- mice submitted to aquatic
training, regardless of the diet consumed, showed high plasma levels of HDL, which
probably protected against mechanical and morphological bone alterations. In
conclusion, the biomechanical and morphometric evaluations carried out in the present
study suggest that swimming and a balanced lipid diet can prevent the harmful effects
of hyperlipidemia on bone tissue.

Keywords: Hyperlipidemia; Physical exercise; Bone tissue.
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1 INTRODUGAO

As hiperlipidemias sao modificagbes no metabolismo dos lipidios que
desencadeiam alteracbes nas concentracbes das lipoproteinas plasmaticas,
favorecendo o desenvolvimento de afecg¢des cronicas, principalmente de doencas
cardiovasculares (GARCIA et al., 2008). As alteragdes lipidicas mais frequentes séo:
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, redugédo da lipoproteina de alta densidade
(HDL) e aumento da lipoproteina de baixa densidade (LDL), as quais podem ocorrer
de forma isolada ou combinada. Alteracdes qualitativas nas lipoproteinas, tais como a
formacéao de particulas de LDL pequenas e densas, em funcdo do aumento dos niveis
de triglicérides, também sao comumente encontradas. O aumento nas concentragdes
de LDL e colesterol total (CT) esta relacionado ao risco aumentado de doencgas
cardiovasculares, ao contrario das concentracées de HDL, que atuam como um fator
de protegao para estas doengas (RUBENFIRE et al. 2010).

As hiperlipidemias podem ser classificadas como primarias ou secundarias. As
primarias sao decorrentes de fatores genéticos e as secundarias, associadas a outras
doencas, tais como o etilismo, hipotireoidismo e obesidade. O desequilibrio entre a
ingestao alimentar e o gasto caldrico, juntamente com o sedentarismo, os quais
estimulam a obesidade, bem como o consumo de etanol e tabagismo, séo fatores que
contribuem para o seu desenvolvimento (MANFREDINI et al., 2000). Na verdade, o
tabagismo e etilismo, considerados isoladamente ou em conjunto, ja sédo, por si so,
responsaveis por diminuirem a resisténcia mecanica 6ssea (SOARES et al., 2010).
Assim, as hiperlipidemias constituem um sério problema de saude publica, ao qual,
de acordo com Kraus et al., (2002), deve ser tratado por meio de programas de
prevencao e educacdo. A terapéutica desta doencga deve iniciar-se com bem-estar
emocional, redugcao do tabagismo, mudangas no estilo de vida, estimulo ao habito
alimentar saudavel, exercicio fisico regular e manutengéo ou aquisicdo de massa
corporal adequada (BEZNER 2015).

Nesse contexto, diversos modelos experimentais tém evoluido no sentido de
permitir aos pesquisadores investigar os mecanismos pelos quais se desenvolvem as
doengas. Entre eles, estdo os modelos knockout para genes de interesse, ou seja,
animais geneticamente modificados nos quais a expressdo de determinado gene

encontra-se suprimida. Na década de 1990, foram desenvolvidos camundongos
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knockout para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-), os quais, uma vez submetidos a
ingestdo de dieta hiperlipidica, desenvolvem lesdes equivalentes as lesdes em
humanos, como aterosclerose, aumento na concentracao plasmatica de colesterol e
triglicérides (KRIEGER et al., 2006) e hipertrofia ventricular esquerda (GARCIA et al.,
2008).

Além dos impactos diretos sobre o sistema cardiovascular, ha evidéncias de
que os altos niveis de colesterol e triglicérides (TG) podem causar alteragdes no
metabolismo do tecido Osseo. Krieger et al. (2007) demonstraram que ratos
hiperlipidémicos apresentam numero elevado de osteoclastos, inibicdo da atividade
osteoblastica e redugéo do processo de remodelagem 6ssea. Luegmayr et al. (2004)
concluiram, em seus estudos, que o aumento do colesterol (tanto LDL quanto HDL)
pode quebrar o delicado equilibrio entre a reabsorcdo Ossea realizada por
osteoclastos e a deposicdo de o0sso novo pelos osteoblastos, tendo como
consequéncia a redugao da massa Ossea. Mais recentemente, Ascenzi et al (2014)
demonstraram que animais com hiperlipidemia apresentam alteracbes no padréao de
orientagao das fibras de colageno do tipo 1, o que, somado a redugao da densidade
mineral, afetam a estrutura da porgao cortical 6ssea e sua resisténcia.

Estudos demonstraram que ratos hiperlipidémicos apresentaram intensa
atividade osteoclastica, densidade do osso alveolar reduzida e aumento do estresse
oxidativo, originando doenga periodontal (SANBE et al., 2007). De acordo com
Tomofuiji et al. (2005), as doengas periodontais observadas em ratos hiperlipidémicos
estdo associadas ao aumento da reabsorgao 6ssea e a uma proliferagdo do epitélio
juncional. Utilizando tanto modelos genéticos quanto dietéticos para induzir
hiperlipidemia, Xen et al (2016) demonstraram reduc&o da atividade osteoblastica e
aumento da atividade osteoclastica. Neste trabalho, ficou demonstrado ainda que as
células da medula 6ssea de animais LDLR-/- “mice” apresentavam aumento da
adipogénese e inibicdo da osteogénese. Em conjunto, estes fatores contribuiram para
uma reducao significativa da massa 6ssea, tanto induzida pela dieta quando pela
delegao do receptor de LDL. Ademais, a hipercolesterolemia parece ter um efeito
prejudicial sobre a qualidade do remodelamento da inserg&o tenddo-osso em caso de
lesdes (CHUNG et al., 2016).

De fato, a indugao de hiperlipidemia por ingestdo de dieta hiperlipidica em
animais experimentais € um fator de risco para a integridade d&ssea, gerando

diminuicdo de resisténcia e maior susceptibilidade a fraturas, efeitos estes que sao
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significativamente atenuados pela administragdo de sinvastatina, uma das principais
estratégias farmacologicas de controle dos niveis plasmaticos de triglicérides e
colesterol (SOARES et al, 2015). Também ja descrito na literatura que as
hiperlipidemias estdo associadas a hipovitaminose D (PREMAOR; FURLANETTO
2006), o que pode acarretar inumeras alteragdes no metabolismo 6sseo, uma vez que
a vitamina D auxilia na manutencdo da massa 6ssea, mobiliza calcio do osso para a
circulagao, participa da maturagdo de colageno e estimula a formacédo de
osteocalcina, osteopantina e fosfatase alcalina (BOUILLON et al., 1995). Também ja
esta clara na literatura a relagao de alteragdes enddcrinas relacionadas a sindrome
metabdlica e a saude éssea (WONG et al., 2016, 2018).

No que tange a prevencéao de doengas cronicas no geral e também a prevencgao
da perda de massa 6ssea, os exercicios fisicos desempenham papel fundamental,
tanto aguda quando cronicamente. A execugdo de atividades fisicas programadas,
com objetivos definidos e realizadas com repetigdes sistematicas induzem alteragdes
alostaticas extremamente benéficas. Assim, ha, basicamente, trés tipos de exercicios:
1) anaerdébio, caracterizado por exercicios de curta duragdo e intensidade maxima
(como exemplo a musculagao); 2) aerdbio, caracterizado por exercicios de longa
duragédo (como exemplo a natag&o) e 3) mistos, que mesclam exercicios aerdbios e
anaerdbios (como exemplo o futebol) (BROOKS; FAHEY 1984).

Além disso, os exercicios fisicos podem contribuir indiretamente para melhorias
do perfil lipidico por auxiliar na redugdo da massa corporal. Para cada 1 quilograma
de massa corporal perdida, ocorre reducéo de 1% nos niveis de CT e LDL, 5-10% nos
TG e aumento de 1-2% nas concentracdes de HDL (DAMASO 2001). Segundo
BRINKLEY et al. (2010), o perfil lipidico sofre alteracées em fungdo do exercicio fisico
moderado e de longa duragao, levando a um aumento do HDL e a uma diminui¢géo do
CT, do LDL e dos triglicérides. Estudos realizados por Devi et al. (2003) demonstraram
que ratos Wistar submetidos a natacdo (5 dias/semana e 30 min/dia, durante 8
semanas) apresentaram niveis plasmaticos de CT e LDL reduzidos e aumento dos
niveis plasmaticos de HDL.

Durante a execugédo de exercicios fisicos, as variaveis cardiorrespiratorias
modificam-se com a finalidade de aumentar o transporte de oxigénio e nutrientes aos
musculos em atividade contratil, para manter, ao longo do tempo, a formagao de ATP
e/ou restaurar as suas reservas, que serao consumidas durante as fases de contragao

anaerdbia. O exercicio fisico aerébio, como a natacdo, realizado regularmente,
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provoca importantes adaptacdes autondmicas e hemodinamicas que vao influenciar o
sistema cardiovascular, com o objetivo de manter a homeostasia celular diante do
incremento das demandas metabdlicas.

Assim, ocorre aumento no débito cardiaco, redistribuicdo no fluxo sanguineo e
elevacdo da perfusdo circulatéria para os musculos em atividade. A pressao arterial
sistdlica aumenta diretamente na propor¢ao do aumento do débito cardiaco, enquanto
a pressao arterial diastolica reflete a eficiéncia do mecanismo vasodilatador local dos
musculos em atividade, aumentando proporcionalmente a densidade capilar local
(MONTEIRO 2004). A vasodilatagdo do musculo esquelético diminui a resisténcia
periférica do fluxo sanguineo, e a vasoconstricdo concomitante, que ocorre em tecidos
nao exercitados, compensa a vasodilatagdo. Consequentemente, a resisténcia total
ao fluxo sanguineo cai drasticamente quando o exercicio alcanga 75% do volume
maximo expirado de oxigénio (DAMASO 2001). Os niveis tensionais elevam-se
durante o exercicio fisico, tendo ja sido constatados em individuos jovens e saudaveis
niveis de pressao intra-arterial superiores a 400/250 mmHg, sem quaisquer danos a
saude (FORJAZ et al., 2003). Dessa forma, a natagdo, como um exercicio de
caracteristicas aerdbias, ndo oferece riscos aos pacientes hiperlipidémicos ou com
doencas cardiovasculares, diferentemente de exercicios resistidos de alta
intensidade, que colocam em risco a vida do praticante quando n&o prescritos ou
acompanhados de maneira adequada.

De fato, os efeitos benéficos dos exercicios aerdbicos sobre 0 manejo das
hiperlipidemias sdo mais pronunciados conforme se aumenta o volume das sessdes
de exercicios (KRAUS et al., 2002). Isso porque a medida que aumenta a duragao do
exercicio fisico, modifica-se a predominancia na utilizacdo de substratos energéticos,
de forma que em exercicios aerdbios de longa duragcdo a fonte lipidica é
acentuadamente utilizada (DAMASO 2001). Dessa forma, os acidos graxos livres séo
mais utilizados devido ao melhor funcionamento dos processos enzimaticos
envolvidos no metabolismo, por meio do aumento da atividade da lipase lipoprotéica,
que promove o aumento da capacidade oxidativa muscular (PRADO; DANTAS, 2002).
Essa atividade aumentada favorece ainda um maior catabolismo das lipoproteinas
ricas em TG, formando menos particulas de LDL aterogénicas e elevando a produg¢ao
de HDL. A atividade da lipase lipoproteica pode aumentar a partir de uma unica sessao

de exercicio fisico, bem como ao longo do treinamento. Sendo assim, individuos
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treinados tendem a apresentar uma maior atividade desta enzima (BRINKLEY et al.,
2010).

A associacao do treinamento aerdbio com a reducao da incidéncia de doencas
cronicas vem sendo amplamente estudada desde a década de 50 (MORRIS, et al.,
1958). Esses beneficios tém sido comprovados ndo somente para promogao da saude
e prevencao de doencas, como também para reabilitacdo em hipertensos, diabéticos
e pacientes diagnosticados com osteoporose, entre outras condigdes (McLATCHIE,
2010; SINAKI et al., 2010;).

De acordo com Paffenbarger et al. (1993), individuos que praticam exercicio
aerobio de forma regular apresentam risco 35% menor de desenvolver doengas
metabdlicas do que individuos sedentarios. Ainda segundo os autores, fica ainda
claramente caracterizada nestes individuos uma relacido inversa entre a pratica de
atividade fisica e o risco de morte por todas as causas. O sedentarismo, portanto,
constitui um importante fator de risco, ja estando bem estabelecida uma maior taxa de
eventos cardiovasculares e mortalidade entre individuos com baixo nivel de
condicionamento fisico. Estima-se que a prevaléncia do sedentarismo seja de até 56%
nas mulheres e 37% nos homens, na populagao urbana brasileira (MYERS 2003). A
diminuicdo desses indices de sedentarismo é importantissima para a saude publica,
minimizando os riscos de doengas dos sistemas cardiovascular e esquelético.

Estudos realizados em populagdes ativas e sedentarias mostraram correlacéo
positiva entre o nivel de atividade e a densidade 6ssea mineral (BMD, da sigla em
inglés bone mineral density). Desta forma, o exercicio fisico desempenha um papel
importante na prevencao de perdas de massa 0ssea, sendo recomendado a pacientes
com osteoporose e osteopenia como medida preventiva e terapéutica. O exercicio
fisico € considerado um agente anabdlico, pois induz ganho de massa 6ssea, com
aumento do calcio intracelular e AMP ciclico (AMPc), bem como acumulo de
prostaglandinas e oxido nitrico (JEE 2000). Programas de exercicios fisicos tém
efeitos positivos e, dependendo da frequéncia na qual o exercicio é realizado, sao
capazes de estimular a formagao Ossea e aumentar a resisténcia mecanica
(NORDSLETTEN et al., 1994; RENNO et al., 2007). Desse modo, o exercicio fisico,
quando realizado regulamente, exerce efeitos benéficos sob o tecido dsseo, sendo
considerado uma estratégia para prevenir a osteoporose (SINAKI et al., 2010).

Além das vantagens para o sistema cardiovascular, a pratica da natagao

também beneficia fisiologicamente o tecido Osseo, além de promover a
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neovascularizagdo, a atividade oxidativa enzimatica e o aumento do numero de
mitocdndrias, mecanismos que auxiliam o metabolismo ésseo (MCARDLE et al.,
2006) e aumentam a massa 6ssea em humanos e modelos animais (BRANCA, 1999;
IWAMOTO et al., 1999). O ambiente aquatico muitas vezes é indicado como estratégia
terapéutica por ortopedistas e fisioterapeutas, pois esse ambiente cria uma diminui¢cao
da forga gravitacional. Ao induzir hipertrofia muscular, a natagdo promove sobrecarga
mecanica no tecido 6sseo, o que, por sua vez, constitui um fator de estimulo a
osteogénese. Assim, as caracteristicas estruturais e geométricas do osso séo
afetadas, contribuindo para a manutencédo e ganho de massa 6ssea (MITCHELL et
al., 1998). Consequentemente, diminui-se a reabsor¢géo e aumenta-se a osteogénese
(IWAMOTO et al., 1999, 2005).

Assim, baseado nestes achados, pode-se afirmar que o treinamento fisico se
mostra uma medida ndo farmacoldgica bastante eficaz que integra o controle do

metabolismo e a saude 6ssea.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da natacao e da dieta hiperlipidica sobre as propriedades
biomecanica e morfolégica de fémures de camundongos knockout para o gene do
receptor de LDL (LDLr-/-).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar, em camundongos knockout para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-),
os efeitos da dieta hiperlipidica e da natagao sobre;

b) Os niveis plasmaticos de calcio, triglicerideos, colesterol total e HDL;

c) As propriedades biomecanicas estruturais e materiais de amostras de fémur;

d) A morfometria e estrutura do osso cortical e trabecular de amostras de fémur.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Trata-se de estudo experimental, conduzido de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA). O presente projeto foi previamente aprovado pelo Comité
Institucional de Etica em Pesquisa da Universidade José do Rosario Velano —
UNIFENAS (Anexo A).

3.2 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados em camundongos selvagens (linhagem
C57BL6) e em camundongos homozigotos para a delegdo do gene do receptor de
LDL (LDLr-/-), gerados no background C57BL6, machos, com quatro meses de idade,
pesando 22 + 3g. Os animais foram obtidos da Jackson Laboratories, Estados Unidos
da América (EUA) e criados no biotério da pds-graduacéo da Universidade José do
Rosario Velano (Unifenas), sob responsabilidade do Prof. Dr. José Antdnio Dias
Garcia, colaborador do presente projeto. Os animais foram mantidos em estantes
ventiladas (Alesco®) com controle de temperatura e controle de 12 horas no ciclo
claro/escuro, em caixas com forragdo de maravalha. Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos experimentais (“sedentario” e “natagcao”) e alimentados
com as respectivas dietas racdo comercial (Nuvital®) e racao hiperlipidica (INTAL®)

e agua ad libitum.

GRUPO | — SEDENTARIO: (n=48)

* Subgrupo S - Camundongos selvagens que receberam ragdo comercial
(Nuvital®) por 60 dias e permaneceram sedentarios (n=12).

* Subgrupo SH - Camundongos selvagens que receberam racgéo hiperlipidica
(INTAL®) com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% acido célico por 60

dias e permaneceram sedentarios (n=12).
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* Subgrupo L - Camundongos LDLr-/- que receberam ragdo comercial
(Nuvital®) por 60 dias e permaneceram sedentarios (n=12).

* Subgrupo LH - Camundongos LDLr-/- que receberam ragao hiperlipidica
(INTAL®) com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% acido célico por 60
dias e permaneceram sedentarios (n=12).

GRUPO Il - NATAGAO: (n=48)

* Subgrupo Snat - Camundongos selvagens que receberam ragéo comercial
(Nuvital®) por 60 dias e foram submetidos a sessbes diarias de natagcédo (n=12).

* Subgrupo SHnat - Camundongos selvagens que receberam ragéo
hiperlipidica (INTAL®) com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% acido
célico por 60 dias e foram submetidos a sessdes diarias de natagéo (n=12).

* Subgrupo Lnat - Camundongos LDLr-/- que receberam ragdo comercial
(Nuvital®) por 60 dias e foram submetidos a sessbes diarias de natagcédo (n=12).

* Subgrupo LHnat - Camundongos LDLr-/- que receberam ragao hiperlipidica
(INTAL®) com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% acido célico por 60
dias e foram submetidos a sessdes diarias de natagdo (n=12).

Os animais do grupo treinado (Snat, SHnat, Lnat e LHnat) foram submetidos a
natagdo em tanques individuais de 30 cm de altura x 15 cm x 15 cm, sendo a agua
trocada diariamente e mantida entre 32-36°C.

As sessbes de treinamento (natagdo com carga progressiva) aconteceram
sempre no mesmo horario do dia e se iniciaram com frequéncia progressiva e
sobrecarga crescente até 5% do peso dos animais, aumentando o esfor¢co dos
camundongos durante a natagdo (GUERINO et al., 2008):

Primeira semana: trés sessbes semanais, de dez minutos cada, em dias
alternados, sem carga.

Segunda semana: quatro sessdes semanais, de 20 minutos cada, com carga
de 2,5% do peso corporal do animal.

A partir da terceira semana: cinco sessdes semanais, de 40 minutos cada, com
carga de 5% de do peso corporal do animal.

Para obtengdo das sobrecargas de treinamento, foram utilizados pesos de
chumbo equivalentes a 5% da massa corporal, colocados nos camundongos
imediatamente antes da natacdo por meio de uma cinta elastica amarrada ao torax,

de modo a n&o prejudicar a dinamica do movimento (FRATESCHI 2002). Apos a
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fixagdo do peso, os animais foram colocados nos tanques com agua para o
treinamento. Durante a natacéo, os animais foram monitorados para que nao flutuem
ou se apoiem na borda do tanque, deixando de se movimentar. O valor da carga foi
ajustado semanalmente, conforme o peso corporal (GUERINO et al., 2008).

Os animais do grupo sedentario (S, SH, L e LH) foram também submetidos ao
ambiente aquatico, por um minuto apenas, seguindo-se os mesmos critérios dos
grupos treinados, a fim de mimetizar o estresse aquatico (EVANGELISTA et al., 2003).

O treinamento foi realizado no periodo da manha ao longo de 60 dias. Apds o
término da sessdo de natagdo, os animais foram secos utilizando-se um aquecedor
de ar (FRATESCHI, 2002).

3.3 ANESTESIA E EUTANASIA

Os camundongos foram anestesiados com uma solugcdo de cloridrato de
xilazina (10 mg/Kg, Rompun®, Bayer Animal Health), cloridrato de ketamina (90
mg/Kg, Dopalen®, Agribrands Brasil Ltda.) e solugédo salina (NaCl 0,9%) para

administracao intraperitonial.

3.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS

Para a realizagdo das dosagens bioquimicas, o sangue total foi coletado e
centrifugado a 3.000 rpm, 4° C por 20 minutos para obtenc&o de soro. Aliquotas de
plasma foram preparadas de acordo com as instru¢gdes do fabricante e submetidas a
determinagcdo das concentragbes plasmaticas de triglicérides, colesterol total e
colesterol HDL utilizando-se kits enzimaticos colorimétricos (Labtest), com leitura em
espectrofotdmetro (Gehaka G3410, Brasil) com comprimento de onda 540 ou 500 nm.

Aliguotas de soro também foram submetidas a determinagdo das
concentragdes de calcio por meio de teste colorimétrico (Labtest-Diagndstica), com

leitura em comprimento de onda 570 nm.
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3.5 ANALISE DOS FEMURES

3.5.1 Medidas das Dimensoes do Osso

ApOs a eutanasia dos animais, foram realizadas a retirada e a limpeza das
pecas Osseas, com remocdo de todo tecido circundante ao fémur. Com um
paquimetro digital e uma lupa, foram feitas quatro medidas no fémur de cada animal.

Cada medida corresponde a distancia entre dois pontos de referéncia do proprio osso.

3.5.2 Teste Mecanico

Para a realizagcdo do teste mecanico, apds a eutanasia, o fémur esquerdo dos
animais foi coletado, limpo e acondicionado em gaze embebida em solugao fisioldgica
(NaCl 0.9%) e armazenado em freezer (-20°C) até o dia anterior ao ensaio. O fémur
foi testado mecanicamente até sua fratura completa, em teste de flexdo em trés
pontos, a uma velocidade de 0,05 mm/s (3 mm/min) no equipamento mecanico MTS
(modelo TESTSTAR Il), com célula de carga de 100 Kgf. O ponto superior e os dois
suportes inferiores possuem 0,5 mm de raio em suas extremidades. A distancia entre
os dois suportes inferiores foi de 5 mm. Cada fémur foi testado no plano
anteroposterior com o lado anterior voltado para cima, suportando compressao, e com
o lado posterior para baixo, suportando tensao.

A forga foi aplicada na superficie anterior porque ha maior estabilidade do osso
com o aparato mecanico, minimizando a rotacado durante o teste. Os dados de forca
(carga ou load) e deslocamento (deformagao absoluta ou displacement) foram obtidos
diretamente do sistema MTS e registrados pelo software do computador acoplado a
maquina de ensaio. Os registros desses dados foram utilizados para aquisi¢cao e
célculo das propriedades estruturais, dentre eles a forga maxima (maximum load). A
rigidez extrinseca foi calculada como sendo a inclinagdo da porgdo mais linear da
regido elastica da curva forga-deslocamento. A forga no limite elastico foi obtida no
ponto da curva forga-deslocamento, denominada de “limite elastico” ou “limite de
proporcionalidade” (yield point). O limite elastico € o ponto imaginario que divide a
regido elastica da regido plastica. E definido como a maior forca que o material pode
suportar, sem deixar qualquer deformagao permanente quando descarregado. Para a

determinacao desse ponto, foi obtida a equagao da reta de um trecho linear da fase
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elastica (Figura 1a). A partir dessa equacao, foi obtida uma reta linear deslocada 0,2%,
que possibilitou a determinagao do limite elastico, exatamente no ponto onde essa
reta e a curva forga-deslocamento se cruzam (Figura 1b). Dessa equacéao da reta,
onde y é a variavel que representa a forca e x a variavel que representa o
deslocamento, foram determinados novos deslocamentos acrescidos de 0,2% para as
forgas. Assim, para cada forga (y), um novo deslocamento (x’) foi determinado (Figura
1b).

Figura 1 - Desenho esquematico para obtencgao do limite elastico.
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. (a) - (b)
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Limite eléstico
"....
Equacéo da reta
Equacgéo da reta deslocada 0,2%
=Ax+B
4 x=y-B+y+B~0,02
‘ nsa A A
Deslocamento (mm)F _.". Deslocamento (mm)r

Fonte: do autor.

Legenda: (a) Determinagéo da equagao da reta na regiao (fase) elastica. (b) Limite elastico
exatamente no ponto onde a curva e a nova reta se cruzam. No desenho: y € a variavel
que representa a forga, A e B sdo constantes, x € a variavel que representa os
deslocamentos e x’ € a variavel que representa os novos deslocamentos na reta
deslocada 0,2%.

Depois da execucdo do teste de trés pontos de cada espécime, as duas
extremidades do local da ruptura foram processadas para se obter os parametros da
area de seccao transversal da diafise (osso cortical). As extremidades distais do fémur
foram processadas por técnica histolégica, realizando-se cortes com 5um de
espessura, que foram corados com Hematoxilina-Eosina. As extremidades proximais
foram fotografadas por uma camera digital de alta resolugao e escala milimétrica, com
auxilio do software NIS-Elements: Advanced Ressecar (USA). A partir das medidas
obtidas de cada extremidade, foi determinada a média de cada um dos parametros.
Os parametros da area de seccgao transversal foram utilizados para calcular o
momento de inércia de area da diafise. Para esse calculo, foi assumido que a diafise

tinha um formato eliptico. Para isso, sera utilizada a equacao:
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e 6_74 [ab® — (a — 26) (b — 2t)*]

Onde |/ é o momento de inércia de area; a € a largura da area de secgao
transversal na diregdo médio-lateral; b é a largura da area de secgao transversal na
diregdo anteroposterior; e t € a média da espessura do osso cortical. A média da
espessura cortical foi calculada das medidas feitas em cada um dos quadrantes da
area cortical da diafise. As propriedades materiais [tensdo maxima (maximum stress),
modulo elastico (elastic modulus) e deformacgéo (strain) foram calculadas a partir

desses parametros, segundo as equacgdes abaixo:

forca-L-c 12-c-d rigidez - L®
cC=— E=—07 E=——
4] L 481
Onde: o0 € atensao; L € a distancia entre os dois suportes inferiores; ¢ é igual a metade
de b (descrito anteriormente); € € a deformagao; d é o deslocamento; E € mddulo

elastico. A forga podera ser a maxima ou a correspondente ao limite elastico.
3.5.3 Area trabecular e do osso cortical

Para esta analise, foram utilizados seis fémures de cada grupo (seis animais
por grupo), sendo que, para cada fémur, foram utilizados seis cortes histoldgicos e,
de cada corte, foram capturados dois campos. Assim, foi utilizado um total de 72
campos, escolhidos aleatoriamente. Para essa analise, foi utilizada a epifise distal e a
diafise do fémur esquerdo. As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10%
por 72 horas em temperatura ambiente e descalcificadas em solugao de acido férmico,
formol e citrato de sddio durante 35 dias. Em seguida, as amostras foram processadas
por meio de técnicas histologicas de rotina e incluidas em parafina. Foram obtidos
cortes transversais com 5um de espessura, que foram corados com Hematoxilina-
Eosina. Na sequéncia, foi realizada a medida da area e da espessura das trabéculas
Osseas na epifise distal dos fémures e a mensuragao da area e espessura cortical da
diafise dos fémures, com auxilio do software NIS-Elements: Advanced Research
(USA) com objetiva de 20X acoplada a uma foto microscépio da marca Nikon modelo
Eclipse E400 com camera Nikon modelo DXM 1200C.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média e analisados
por meio de Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias, seguida de pds-teste de

Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pesquisas envolvendo uso de farmacos e dietas especificas necessitam de
atencao especial no que refere ao estado nutricional dos animais em experimentacao,
pois as variagdes no valor bioldgico e caldrico do alimento podem provocar alteragdes
nas respostas biologicas encontradas, atuando como um viés experimental
(WEISBROTH et al., 1977). Assim, embora n&o tenha sido objetivo direto do presente
estudo avaliar a homeostase energética, por utilizarmos modelo baseado na ingestéao
de dieta modificada, foi realizada a analise da ingestdo diaria média de agua e de
alimento, bem como da variagdo de massa corporal ao longo do experimento, sendo
estes dados trazidos na Tabela 1, apresentada a seguir.

Observamos uma redugao significativa da ingesta hidrica nos animais SH
submetidos a natacao, em relagdo ao respectivo grupo sedentario (p<0,001). Houve
também um discreto aumento na ingestdo alimentar do grupo LH treinado,
relativamente ao respectivo grupo sedentario (p<0,05). Portanto, nao foi verificado um
efeito claro da dieta ou da manipulagdo genética sobre os parametros de ingestéao
hidrica e alimentar. Porém, observamos aumento significativo do ganho de massa
corporal nos grupos SH, independentemente do exercicio, em comparagdo aos
respectivos grupos S (p<0,001), evidenciando um efeito direto do consumo de ragao
hiperlipidica, efeito este que nao esteve presente nos animais LDLr-/-. De fato, um
estudo realizado previamente por Soares et al. (2011) demonstrou que camundongos
LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram maior ganho de peso e
consumo de ragao.

De acordo com Chorilli et al. (2007), para manter o estado nutricional adequado
de camundongos e evitar a desnutricdo e a desidratagdo, estes animais devem
apresentar consumo meédio diario superior a 4 g de ragdo e 6 mL de agua. Assim,
nossos resultados mostraram que todos os animais ganharam peso durante o
experimento, e que mesmo 0s grupos que apresentaram menor ingesta liquida e/ou
sélida mantiveram o consumo dentro do padrao sugerido pela literatura. Desta forma,
podemos assumir que o0s parametros biomecanicos e morfométricos dos fémures
sofreram alteragbes em fungédo da hiperlipidemia genética e da dieta hiperlipidica,

conforme discutiremos adiante.
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Tabela 1 — Ingestdo média de liquidos (ml/dia), consumo médio de alimento (g/dia) e ganho de massa corporal (g) nos
animais dos diferentes grupos experimentais.

Variavel Grupo 5 SH L LH
P Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM
N L 1 , . Sedentario 8,10 | 0,26 887 | 0,15 845 | 0,25 792 | 0,21
Ingestao média de liquidos o
Natacao 8,13 0,11 | 7,35### 0,15 8,02 0,28 8,60 0,27
L g . Sedentario 647 | 0,15 6,82 | 0,17 6,97 | 0,19 6,77 | 0,30
Consumo médio de alimento o
Natacao 6,92 0,09 7,37 0,11 7,32 0,29 7,67# 0,21
Sedentario 6,22 0,31 | 7,90*** 0,12 6,65 0,15 7,00 0,31
Ganho de massa corporal ~
Natacdo 6,04 0,28 | 7,67 0,21 6,70 0,24 6,72 0,18

Fonte: do autor

Legenda: Analise por Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pds-teste de Tukey. *** p<0,001 versus
respectivo grupo S (mesma linha); # p<0,05 e ### p<0,001 versus respectivo grupo Sedentario (mesma coluna).
N = 12 animais/grupo.

Quanto ao perfil lipidico, sabe-se que camundongos naturalmente apresentam niveis elevados de HDL e baixos para LDL em
relacdo aos valores encontrados em humanos, sendo que tais condigcdes exercem um papel protetor contra a aterosclerose
(SMITHIES; MAEDA 1995). Nas décadas de 60 e 70, foram desenvolvidas dietas capazes de induzir hiperlipidemia leve em
camundongos (VESSELINOVITCH; WISSILER 1968). Na busca de modelos animais ideais para pesquisas relacionadas a
dislipidemia, nos anos 90 a engenharia genética permitiu o desenvolvimento de modelos de camundongos transgénicos capazes de
desenvolver lesdes avangadas, em contraste com as discretas lesdes observadas em camundongos selvagens alimentados com
dietas aterogénicas (BRESLOW 1996).
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Os camundongos knockout para ApoE (apolipoproteina E) ou para o
receptor de LDL (LDLr-/-) podem desenvolver lesdes que compartilham aspectos
semelhantes as lesbes humanas avangadas (Johnson Jackson, 2001; Song et
al., 2001). No presente estudo foram utilizados camundongos selvagens e
camundongos knockout LDLr-/-, sedentarios e submetidos a natagdo,
alimentados com ragao padrao para roedores ou racao hiperlipidica, para analise
dos niveis lipidicos, morfologicos e biomecanicos apos 60 dias de
experimentacao.

Conforme podemos observar da Figura 2, considerando o grupo
sedentario, os animais LDLr-/-, independentemente de terem ou nao recebido
dieta hiperlipidica, apresentaram aumento das concentragdes de colesterol total,
quando comparados ao respectivo grupo controle (grupo L: 342,32 + 8,78 versus
183,93 * 5,51 mg/dL, p<0,001; grupo LH: 722,31 + 17,77 versus 183,93 £ 5,51
mg/dL, p<0,001), sendo os maiores valores encontrados no grupo LH. O mesmo
comportamento foi observado no grupo submetido a natagéo (grupo L: 312,14 +
13,25 versus 139,36 + 4,42 mg/dL, p<0,001; grupo LH: 582,69 + 24,21 versus
139,36 + 4,42 mg/dL, p<0,001). Contudo, a natagao preveniu que esse aumento
nas concentragdes de CT induzido pela dieta hiperlipidica fosse tdo grande como
no grupo LH sedentario (722,31 + 17,77 versus 582,69 + 24,21 mg/dL, p<0,001).
Adicionalmente, o exercicio fisico aumentou significativamente os niveis de CT
também no grupo de animais selvagens que consumiu dieta hiperlipidica (197,66
+ 5,76 versus 139,36 * 4,42 mg/dL, p<0,05). Como veremos mais adiante, esse
resultado pode estar associado, entre outros fatores, com o aumento mais

expressivo da fragdo HDL neste grupo experimental.
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Figura 2 - Concentragbes plasmaticas de Colesterol total (CT) dos
camundongos selvagens (S) e LDL-/- (L), sedentarios e
dos submetidos a treinamento aquatico, alimentados
com dieta padrao ou hiperlipidica (H).
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* p<0,05 e *** p<0,001 versus o respectivo grupo controle (S)
##H# p<0,001 versus o respectivo grupo sedentario

Fonte: do autor.

Legenda: Os dados sao expressos como média + EPM e foram analisados por
Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pds-teste de
Tukey. N = 12 animais/grupo.

Assim, apesar de os animais knockout apresentarem hipercolesterolemia
espontanea mesmo consumindo ragao padrao (grupos L), é possivel constatar
que o treinamento aquatico atenuou 0 aumento das concentragdes plasmaticas
de CT induzidas pelo consumo de dieta hiperlipidica nestes animais (grupos LH).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017), o tratamento
das hiperlipidemias baseia-se em mudangas de habitos de vida (mudancgas
alimentares, controle de peso, estimulo ao exercicio fisico e combate ao
tabagismo) e, quando nado atingidos os objetivos propostos, deve ser
considerado o tratamento medicamentoso.

Zhang et al. (2021) investigaram os os efeitos da natagdo na formacéo de
lesbes aterosclerdticas e o mecanismo correspondente, utilizando vinte
camundongos machos jovens deficientes em ApoE, divididos em dois grupos: o
grupo de aterosclerose (alimentacdo com dieta rica em colesterol) e grupo de
natacdo (90 min/dia, 6 dias ao longo de 10 semanas). Os pesquisadores
analisaram indice de peso, alteragdes histologicas da area da aorta, niveis de

lipidios no sangue, niveis de expressao de Oxido nitrico-sintase (NOS), niveis de
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expressao de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs), niveis de fatores
inflamatdrios e estresse oxidativo, concluindo que o protocolo de natagao
diminuiu significativamente o desenvolvimento de placa aterosclerdtica em
camundongos com deficiéncia de ApoE, possivelmente devido a redugédo na
expressao de lipidios sanguineos e elevagao na expressao de NOS.

Fernandes et al. (2013) demonstraram que o treinamento aerdbico de
intensidade moderada, combinado ou ndo com dieta hiperlipidica, reduz lesées
ateroscleréticas em camundongos ApoE(~) com aterosclerose preexistente.
Entretanto, esta reducdo da lesdo parece nao ser dependente da ApoE, e é
independente das mudancas do colesterol no plasma. Em pessoas com
deficiéncia da ApoE, a redugao do colesterol e o aumento do treinamento fisico
podem atenuar significativamente a formagao da lesdo aterosclerética ao longo
das mudancas na formacgao do individuo.

Ademais, podemos observar na Figura 3 que os grupos SH, L e LH
sedentarios apresentaram aumento das concentracdes plasmaticas de HDL em
relacédo ao respectivo grupo S (61,92 + 2,23 versus 89,87 + 2,14 mg/dL, p<0,001;
61,92 £ 2,23 versus 81,07 + 4,54 mg/dL, p<0,001; 61,92 £ 2,23 versus 89,68 +
4,20 mg/dL, p<0,001, respectivamente). Também podemos observar que este
efeito se repetiu de maneira ainda mais pronunciada nos grupos submetidos a
natagao, inclusive no grupo controle. Assim, ficou claro o efeito benéfico da
atividade fisica em aumentar as concentracbes de HDL em relacdo aos
respectivos grupos sedentarios, independentemente do fator dieta (grupos S:
61,92 £ 2,23 versus 72,88 + 1,69 mg/dL, p<0,05; grupos SH: 89,87 + 2,14 versus
107,86 + 2,57 mg/dL, p<0,001; grupos L: 81,07 £ 4,54 versus 112,87 + 2,58
mg/dL, p<0,001; grupos LH: 89,68 + 4,20 versus 105,11 £ 2,21 mg/dL, p<0,001).



31

Figura 3 — Concentragdes plasmaticas de HDL dos camundongos
Selvagens (S) e LDL -/- (L) sedentérios e dos submetidos a
treinamento Aqudtico, alimentados com dieta padrdo ou

hiperlipidica (H).
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Fonte: do autor.

Legenda: Os dados sao expressos como média £+ EPM e foram analisados por
Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pos-teste de
Tukey. N = 12 animais/grupo.

De maneira similar, Pitanga (2001) encontrou correlagbes
estatisticamente significativas entre a pratica de exercicios fisicos e as
concentragbes de HDL. Em seu estudo, os individuos ativos apresentaram
maiores concentragdes de HDL em comparacdo aos sedentarios.
Adicionalmente, Casquero et al (2017) observaram uma redugéo de 18% nos
niveis de HDL, 25% dos valores de triglicerideos e de 20% acidos graxos livres
em camundongos que subexpressam o gene endogeno do receptor de LDL,
submetidos a seis semanas de treinamento de natacgéo, reforcando os efeitos
metabolicos positivos do exercicio.

Terra el al. (2013) ndo somente pesquisou os efeitos do treinamento
aquatico (TA) no perfil lipidico, como também nas estruturas ventriculares
esquerdas de camundongos LDLr-/-. Para isso, utilizaram animais machos,
divididos aleatoriamente nos grupos: sedentarios alimentados com ragao padrao

(C); treinados alimentados com ragdo padrao, sedentarios alimentados com
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racao hiperlipidica e treinados alimentados com ragao hiperlipidica (HL+TRE).
Os animais dos grupos treinados praticaram TA em intensidade moderada, por
60 minutos durante 60 dias consecutivos. Os resultados mostraram que o TA
sem cargas adicionais foi mais eficiente em melhorar as concentragdes
plasmaticas de lipideos quando acompanhado por uma dieta adequada,
confirmando que a associacao exercicio fisico com dieta equilibrada é essencial
para obtencdo de seus beneficios. Além disso, o TA ocasionou hipertrofia
ventricular esquerda excéntrica no grupo alimentado com dieta padrao e,
principalmente, diminuiu o depdsito de colageno intersticial no miocardio dos
animais alimentados com dieta hiperlipidica, 0 que pode indicar uma melhora na
funcao diastdlica, com consequente melhoria da funcéao sistélica.

Por fim, analisamos ainda as concentragdes de TG nos diferentes grupos
experimentais (Figura 4). Novamente, dentre o0s animais sedentarios,
observamos aumento das concentragées de TG no grupo SH (90,88 + 1,04
versus 136,36 + 4,41 mg/dL, p<0,001) e também nos grupos knockout,
independentemente da dieta (grupo L: 90,88 + 1,04 versus 168,83 + 2,81 mg/dL,
p<0,001; grupo LH: 90,88 + 1,04 versus 216,07 + 8,16 mg/dL, p<0,001). O
mesmo padrado de resposta foi observado nos grupos submetidos a natacéo,
porém os grupos SH, L e LH treinados apresentaram valores plasmaticos de TG
atenuados em relagao aos seus pares sedentarios (grupos SH: 108,07 * 4,02
versus 136,36 + 4,41 mg/dL, p<0,001; grupos L: 140,08 £ 5,35 versus 168,83 +
2,81 mg/dL, p<0,001; grupos LH: 171,21 + 3,11 versus 216,07 + 8,16 mg/dL,
p<0,001).
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Figura 4 — Concentragdes plasmaticas de triglicérideos (TG) dos
camundongos selvagens (S) e LDL -/- (L), sedentarios e dos
submetidos a treinamento aquatico, alimentados com dieta padréo
ou hiperlipidica (H).
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Fonte: do autor.

Legenda: Os dados sao expressos como média £+ EPM e foram analisados por
Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pos-teste de
Tukey. N =12 animais/grupo.

Em resumo, o presente estudo demonstrou reducao nas concentragoes
de TG nos grupos submetidos a natacdo, independentemente da dieta,
corroborando dados prévios da literatura que mostram o efeito benéfico do
treinamento fisico aerébio em reduzir de forma consistente as concentragdes
plasmaticas de TG (RIQUE et al., 2020).

Adicionalmente, o presente estudo analisou as concentragoes
plasmaticas de calcio total (Figura 5) e ionizado (Figura 6), uma vez que ha
evidéncia de que a hiperlipidemia seja um fator de risco para as doengas do
sistema esquelético, aparentemente promovendo osteoporose por interferéncia
na sinalizagdo do remodelamento 6sseo (NUZZO et al., 2009).

Em mamiferos, quase todo o calcio esta localizado no tecido 6sseo, sendo que
apenas 0,1% do calcio corporal total esta presente na sua forma soluvel. Na
circulagdo, o calcio é dividido 1) na fragdo ligada a proteinas (albumina e
globulinas), o que corresponde a 35-40%; 2) na fracdo ionizada (livre),
correspondente a 50%; e, por fim, 3) na fragdo complexada (bicarbonato, fosfato,
lactato etc.), somando os restantes 10-15%. Portanto, o calcio ionizado € a forma

fisiologicamente ativa presente nos liquidos extracelulares.
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Em nosso estudo, observamos redug¢ao das concentracdes de calcio total
em animais LH sedentarios, em relagdo ao respectivo grupo controle (5,75 £ 0,20
versus 4,66 + 0,15 mmol/L, p<0,001). Esse efeito foi completamente revertido
pelo exercicio fisico no grupo LH natacao (4,66 + 0,15 versus 5,78 £ 0,12 mmol/L,
p<0,001). Além do mais, a natagao, por si s, aumentou as concentrag¢des totais
de calcio no grupo S (5,75 + 0,20 versus 7,05 £ 0,19 mmol/L, p<0,001), fazendo
com que os valores encontrados nos grupos SH e L treinados ficassem mais
baixos em relagdo ao respectivo grupo controle (grupo SH: 5,49 + 0,17 versus
7,05 £ 0,19 mmol/L, p<0,001; grupo L: 5,78 £ 0,13 versus 7,05 + 0,19 mmol/L,
p<0,001).

Figura 5 — Concentragdes plasmaticas de calcio total dos camundongos
selvagens (S) e LDL -/~ (L), sedentarios e dos submetidos a treinamento
aquatico, alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica (H).
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Fonte: do autor.

Legenda: Os dados sao expressos como media + EPM e foram analisados por Two-
Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pos-teste de Tukey. N =
12 animais/grupo.

Em relacado a fragdo ionizada de calcio (Figura 6), observamos um efeito
significativo de redugao dos valores no grupo LH, em relagao ao respectivo grupo
controle (11,41 £ 0,30 versus 9,36 + 0,25 mEqg/L, p<0,001). Adicionalmente, a
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natacéao foi capaz de reverter completamente esse efeito (9,36 £ 0,25 versus
11,34+ 0,24 mEg/L, p<0,001).

Figura 6 — Concentragdes plasmaticas de calcio ionizado dos camundongos
selvagens (S) e LDL -/- (L), sedentarios e dos submetidos a
treinamento aquatico, alimentados com dieta padrao ou hiperlipicica (H).
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Fonte: do autor

Legenda: Os dados sdo.expressos como média + EPM e foram analisados por
Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pés-teste de Tukey.
N = 12 animais/grupo.

Nesse sentido, foi demonstrado que a hiperlipidemia aumenta a atividade
osteoclastica e inibe a acio osteoblastica, descompensando o equilibrio entre a
absorgao e reabsorgao do tecido 6sseo (LUEGMAYR et al., 2004). De maneira
similar, estudo realizado previamente por Soares et al. (2012) evidenciou que
camundongos LDLr-/-, alimentados com dieta normal e hiperlipidica
apresentavam niveis baixos de calcio, quando comparados com camundongos
selvagens (controle).

A calcificacao aterosclerédtica que leva mineralizagdo da parede vascular
induzindo perda de calcio do osso € uma caracteristica comum da hiperlipidemia

(BARENGOLTS et al., 1998). Evidéncias clinicas mostram uma associagao entre
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aterosclerose e calcificagdo vascular com surgimento de osteoporose, no
entanto nenhum mecanismo ainda explica esta relagdo (LUEGMAYR et al.,
2004).

Diante destes achados, o presente estudo avaliou as propriedades
biomecanicas nos diferentes grupos experimentais. Os ensaios biomecanicos
0sseos apresentam-se basicamente por dois tipos: os destrutivos e os nao
destrutivos. De acordo com Kruzic, Ritchie (2006), os ensaios mecanicos
comumente mais utilizados para determinacao das propriedades mecanicas dos
materiais sdo: ensaio de tracdo, compressao, flexdo em 3 ou 4 pontos, tor¢ao e
nanoindentacéo. No presente estudo, optou-se pelo teste de flexdo em 3 pontos,
indicado para ossos longos (tubulares).

Para estas analises, além do ensaio no médulo de flexao, a obtencao das
dimensodes dos fémures (o comprimento do fémur, a largura proximal, distal e da
diafise) € fundamental para a realizagao dos calculos referentes as propriedades
materiais e estruturais do osso. A Tabela 2, apresentada a seguir, mostra a

analise das dimensdes 6sseas nos diferentes grupos experimentais.



Tabela 2 — Dimensdes do fémur (em mm) nos diferentes grupos experimentais

S SH L LH
Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM
Sedentario | 13,00 | 0,21 | 12,08 | 0,26 | 12,00 | 0,27 | 11,33*** | 0,25
Natagao 11,75#| 0,37 | 11,75 | 0,28 | 11,41 | 0,28 11,08 0,39
Sedentario | 3,41 | 0,15 | 3,57 | 0,13 3,05 0,13 3,10 0,15
Natagao 3,57 1 0,15 | 3,38 | 0,13 3,26 0,19 3,13 0,15
Sedentario | 3,49 | 0,10 | 3,27 | 0,17 3,21 0,08 3,07* 0,07
Natagao 3,66 | 0,13 | 3,28 | 0,07 | 3,11** | 0,06 3,30 0,05
Sedentario | 2,22 | 0,07 | 2,13 | 0,005 | 1,89*** | 0,06 | 1,86*** | 0,06
Natagao 2,15 10,004 | 2,15 |0,006| 2,104 | 0,06 2,03 0,06

Variavel Grupo

Comprimento do fémur

Largura do fémur proximal

Largura do fémur distal

Largura da diafase do fémur

Fonte: do autor.
Legenda: Analise por Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pés-teste de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 versus
respectivo grupo S (mesma linha); # p<0,05 versus respectivo grupo Sedentario (mesma coluna). N = 12 animais/grupo.
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Considerando o comprimento do fémur, observou-se diminuicido deste
parametro no grupo LH sedentario, comparativamente ao respetivo grupo S
(p<0,001). Ademais, o grupo S submetido a natagdo mostrou redugdo nesta
variavel em relagdo ao grupo S sedentario (p<0,05). A largura do fémur distal,
por sua vez, mostrou-se significativamente reduzida no grupo LH sedentario, em
relacdo ao respectivo grupo S (p<0,05). Nao foram observadas alteragbes
significativas na largura do fémur proximal. Dentre os grupos submetidos ao
protocolo de natagao, observamos apenas reducgao da largura do fémur distal no
grupo L, em comparacado ao respectivo grupo S (p<0,01). Dentre os animais
sedentarios, todos os animais knockout para o receptor de LDL apresentaram
reducao significativa da largura da diafise do fémur, independentemente da dieta
(p<0,001). A natagdao ndo somente reverteu esse efeito para o grupo LH, como
também aumentou a largura da diafise nos animais L, em relagao ao respectivo
grupo L sedentario (p<0,05). Portanto, neste parametro, fica claro um efeito
prejudicial da manipulag&o genética combinada a dieta sobre a largura da diafise,
sendo este efeito prevenido pelo treinamento aquatico.

De acordo com Diniz et al., (2009) as propriedades materiais, geometria
estrutural e transversal dos ossos permitem o aperfeicoamento do tecido para
sustentar as cargas aplicadas pelo deslocamento fisiolégico. No entanto, a
aplicagao de forgas intensas pode causar deformacodes. Se depois de removida
a forga aplicada sobre o objeto (0sso) ele reassume posi¢cao e conformagao
original, podemos afirmar que houve uma deformagéao elastica no tecido, sendo
esta diferente de quando a for¢a aplicada faz com que a deformacado seja
permanente, teremos ai uma "deformacgdo plastica" (FRANKEL 1980). A
continuidade da aplicagdo da carga de forga permitira a obtengcédo "ponto de
fratura" (SCHWARZ,1996).

O ensaio de flexdo € uma das mais importantes analises biomecanicas,
pois provoca encurvamento de um corpo de prova até sua ruptura, fornecendo
dados quantitativos de deformacao e forga da amostra testada (CORDEY, 2000).
No presente estudo foi realizado o teste de flexdo sob a diafise do fémur, para a
obtencdo da for¢ca maxima (de ruptura), ou seja, a quantidade de forgca (N)
necessaria para que o fémur frature, forca que determina a partir de quando a

deformacéo elastica passa a ser plastica.
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A relagao entre as hiperlipidemias e as alteragdes no tecido 6sseo vem
sendo discutida em diferentes estudos (KRIEGER et al, 2007; SOARES et al,
2012, 2015; XIAO et al, 2009). No entanto, a literatura carece de dados que
correlacionem a hiperlipidemia com as propriedades biomecanicas do osso. Os
camundongos LDLr -/- representam um bom modelo para o estudo de doengas
Osseas relacionadas a hiperlipidemia genética ou hiperlipidemia induzida por
uma dieta rica em gordura (SOARES et al., 2012).

Segundo Nuzzo et al. (2009) a hiperlipidemia € um fator de risco para as
doencas do sistema esquelético, associando-a ao mecanismo promotor da
osteoporose ao interferir na sinalizagdo do remodelamento &sseo. A
hiperlipidemia aumenta a atividade osteoclastica e inibe a agdo osteoblastica,
descompensando o equilibrio entre a absor¢cao e reabsorcao do tecido ésseo
(LUEGMAYR et al., 2004). Este desequilibrio tem sido atribuido a uma reducéo
no conteudo de 6xido nitrico (NO) (MARTE et al., 2007), ja que a diferenciacao
dos osteoblastos € mediada pelo aumento de sua sintese (DINIZ et al., 2002). A
inibicao da sintese de NO ocorre em fungao da associagcao entre hiperlipidemia
e hipertenséo arterial (MARTE et al., 2007).

Por fim, ao analisarmos o desempenho 6sseo em teste mecénico (Figura
7), observamos, dentre os animais sedentarios, um efeito bastante claro da
manipulagdo genética, associada ou nao a dieta, em reduzir a forga maxima
(grupo L: 19,71 £ 0,26 versus 11,44 + 0,70 N, p<0,001; grupo LH: 19,71 + 0,26
versus 8,27 + 0,37 N, p<0,001). Ja nos grupos treinados, o efeito benéfico da
natagédo é evidente ja no grupo controle (19,71 £ 0,26 versus 23,53 £+ 0,43 N,
p<0,001). Embora ndo haja diferenga relacionada ao treinamento aquatico entre
os grupos SH, observamos que a natagao atenuou (mas ndo impediu) os efeitos
da manipulagao genética associada ou n&o a dieta sobre a forga maxima (grupo
L: 11,44 £ 0,70 versus 17,20 + 0,22 N, p<0,001; grupo LH: 8,27 + 0,37 versus
14,50 + 0,62 N, p<0,001). Assim, novamente fica claro no teste de resisténcia
mecanica o efeito prejudicial do aumento das concentragdes séricas de lipideos,

sendo este efeito parcialmente revertido pelo exercicio fisico.
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Figura 7 - Forgca maxima em camundongos selvagens (S) e
LDL-/- (L), sedentarios e dos submetidos a treinamento aquatico,
alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica (H).
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Fonte: do autor.

Legenda: Os dados sdo expressos como média £+ EPM e foram analisados por
Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pos-teste de
Tukey. N = 12 animais/grupo.

Neste contexto, Soares et al (2012) ja avaliaram o efeito da hiperlipidemia
nas propriedades biomecénicas e morfolégicas do fémur de camundongos LDLr-
/- e selvagens (C57BL6), alimentados com dieta padrdao ou dieta hiperlipidica.
Foi demonstrado que a forga (N) necessaria para ruptura do fémur dos
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica era menor, quando
comparada aos demais grupos compostos por camundongos selvagens
alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica, bem como em relacdo a
camundongos LDLr-/- alimentados com ragéo padréo.

Além da forca maxima, caracteristicas fisicas Osseas, area cortical,
espessura cortical e area trabecular oferecem dados importantes sobre a
resisténcia a fratura (HUANG
\ et al., 2003). As caracteristicas morfométricas (area trabecular/cortical,
espessura trabecular/cortical) e as propriedades biomecanicas (deslocamento,
rigidez extrinseca, tensdo maxima, modulo de elasticidade e deformag&o) dos
diferentes grupos experimentais sdo trazidas na Tabela 3 e demonstradas nas

fotomicrografias contidas nas figuras 8 e 9, apresentada a seguir.
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Como pode ser observado, houve uma reducao significativa da area
trabecular no grupo LH sedentario, em relagédo ao respectivo grupo S (p<0,001),
sendo este efeito revertido pela natagéo (p<0,001). A reducédo da espessura
cortical e trabecular nos fémures de animais LH é claramente visivel a partir das

fotomicrografias.
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Tabela 3 — Caracteristicas morfométricas (area trabecular/cortical: mm?Z, e espessura trabecular/cortical: mm) e analise das propriedades biomecanicas
(deslocamento: mm, rigidez extrinseca: N/mm, tensdo maxima: MPa, médulo de elasticidade: Mpa, e deformagéo: Mpa) nos diferentes grupos

experimentais.

Variavel Grupo S SH L LH
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Area trabecular Sedentario 3,70 0,13 3,35 1,00 3,33 0,15 2,21 %% 0,12
Natacao 3,71 0,12 3,42 0,13 3,77 0,12 3, 3### 0,11
Espessura trabecular Sedentario 0,200 0,009 0,187 0,006 | 0,130*** | 0,013 | 0,128*** | 0,010
Natacao 0,235 0,011 0,207 0,009 | 0,181**## | 0,007 | 0,135*** 10,012
Area cortical Sedentario 4,85 0,07 4,76 0,05 4,63 0,10 4,56 0,14
Natacao 4,78 0,05 4,86 0,12 4,60 0,11 4,43 0,07
Espessura cortical Sedentario 0,96 0,02 0,87 0,02 0,80%** 0,02 0,74%** 0,03
Natacao 1,01 0,04 0,80%#** 0,04 0,83** 0,03 0,80%#** 0,03
Deslocamento Sedentario 0,32 0,02 0,25 0,02 0,27 0,02 0,30 0,02
Natacao 0,42## 0,01 0,31%** 0,01 0,31%** 0,02 0,31%** 0,03
Rigidez extrinseca Sedentario 132,75 4,05 84,66%** 1,76 76,33%** 1,40 70,66%** 1,32
Natacao 137,08 1,62 | 92,58***# | 1,11 | 98,08***### | 1,60 | 82,08***## | 2,93
Tensio mAxima Sedentario 16,15 0,35 12,40%** 0,54 10,80%** 0,23 10,73%** 0,34
Natacao 20,424## 0,56 | 14, 16%**## | 0,41 | 13,40***### | 0,29 | 14,44%** 44 | 0,31
Médulo de elasticidade Sedentario 116,81 3,87 99,91** 1,81 66,73%** 4,09 69,00%** 1,77
Natacao 169,70%**## | 421 101,84*** | 1,53 77, 47%** 3,93 | 87, 11%**### | 2,08
Deformagio Sedentario 0,172 0,008 | 0,054*** 10,007 | 0,083*** |0,010| 0,097*** | 0,005
Natacao 0,253***### | 0,015 | 0,114***### | 0,005 | 0,175***### | 0,014 | 0,136*¥**# | 0,006

Fonte: do autor

Legenda: Analise por Two-Way ANOVA (ANOVA de duas vias), seguida de pés-teste de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 versus respectivo
grupo S (mesma linha); # p<0,05, ## p<0,01 e ### p<0,001 versus respectivo grupo Sedentario (mesma coluna). N = 12 animais/grupo.
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Figura 8 — Fotomicrografias representativas de cortes transversais da diafise femoral de camundongos dos diferentes grupos experimentais.

(B) (E)

I

(D) (G) (H)

Fonte: do autor.

Legenda: Grupo Selvagem + Natacao (A), Selvagem + Sedentario (B), Selvagem + Dieta Hiperlipidica + Natacao (C), Selvagem + Dieta Hiperlipidica
+ Sedentario (D), LDLr-/- + Natacao (E), LDLr-/- + Sedentario (F), LDLr-/- + Dieta Hiperlipidica + Natag&o (G), LDLr-/- + Dieta Hiperlipidica +
Sedentario (H). Imagens capturadas em microscopio 6ptico com aumento de 4x. Coloragéo por hematoxilina e eosina.
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Figura 9 - Fotomicrografias representativas de cortes transversais da epifise distal de fémures de camundongos dos diferentes grupos experimentais.

Fonte: do autor

Legenda: Grupo Selvagem + Natagao (A), Selvagem + Sedentario (B), Selvagem + Dieta Hiperlipidica + Natacao (C), Selvagem + Dieta Hiperlipidica +
Sedentario (D), LDLr-/- + Natagao (E), LDLr-/- + Sedentario (F), LDLr-/- + Dieta Hiperlipidica + Natagao (G), LDLr-/- + Dieta Hiperlipidica + Sedentario
(H). Imagens capturadas em microscopio éptico com aumento de 4x. Colorag&o por hematoxilina e eosina.
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A espessura da area trabecular do fémur de camundongos LDL -/- alimentados
com dieta hiperlipidica foi cerca de 59% menor do que a do grupo de camundongos
selvagens alimentados com dieta padrdo. Provavelmente porque o nivel sérico de
colesterol elevado causa reducado da massa 6ssea, diminuicdo da remodelagao éssea,
intensa proliferacdo de osteoclastos e inibicdo da atividade dos osteoblastos,
consequentemente comprometendo a arquitetura trabecular e possivelmente
causando osteoporose (YAMAGUCHI et al., 2002; LUEGMAYR et al., 2004; SOARES
et al, 2011).

Ademais, o parametro deslocamento mostrou-se inalterado nos grupos
sedentarios. Nos grupos submetidos a natagao, porém, esse parametro foi reduzido
nos grupos SH, Le LH (p<0,01), em comparagdo ao respectivo grupo S. Houve
também um efeito do exercicio em aumentar o deslocamento no grupo controle,
comparativamente ao grupo S sedentario (p<0,01).

De acordo com Ferretti et al. (2001), as propriedades estruturais referem-se ao
o6rgao como um todo (massa, arquitetura, tamanho e distribui¢cdo). Soares et al. (2011)
observaram que camundongos alimentados com dieta hiperlipidica apresentavam
maiores comprometimentos das propriedades estruturais (deslocamento e rigidez) e
materiais (tensdo maxima, deformidade e médulo de elasticidade). Assim, a analise
mecéanica mostrou que as propriedades estruturais (deslocamento e rigidez) e
materiais (tensdo maxima, deformidade e modulo de elasticidade) estdo mais
comprometidas nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (grupo SH e
LH sedentarios).

A diminuicao da rigidez 6ssea, que esta associada a uma eventual baixa taxa
de mineralizagdo Ossea e alteragbes do moédulo de elasticidade, deve-se a
descalcificagao 6ssea, reducédo da matriz mineral e fatores de fragilidade (FERRETTI
et al., 2001; HERNANDEZ; et al., 2001; RUPPEL, MILLER; BURR, 2008). Em nosso
estudo, a rigidez extrinseca mostrou-se significativamente reduzida nos grupos SH, L
e LH sedentarios (p<0,001), sendo este efeito parcialmente modulado pela natagao.
O mesmo perfil foi observado para a tensdo maxima, sendo detectado, inclusive, efeito
positivo do exercicio fisico no grupo controle (p<0,001). O médulo de elasticidade
também foi reduzido pela dieta hiperlipidica, combinada ou ndo com a delecédo do
receptor de LDL, sendo este efeito parcialmente revertido pelo exercicio fisico apenas
nos grupos S e LH (p<0,001). Por fim, a deformagado mostrou-se reduzida em todos

0s grupos sedentarios, comparativamente ao respetivo grupo S (p<0,001), sendo que
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a natagao incrementou significativamente esses valores em todos os grupos
experimentais, inclusive no grupo S. Assim, aliado aos dados prévios de Soares et al.
(2015), o presente estudo confirma que o consumo da dieta hiperlipidica atua como
fator de risco para a integridade dssea, tornando 0os 0ssos menos resistentes e mais

suscetiveis a fraturas.
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5 CONCLUSAO

Os camundongos knockout para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-)
apresentaram-se como um bom modelo experimental para o estudo da hiperlipidemia.
Camundongos selvagens e modificados geneticamente para o gene do receptor (LDL
r-/r-) quando alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram altera¢des deletérias
dos parametros analisados e quando submetidos ao treinamento aquatico,
estabeleceram relacdo com a reducdo das concentragdes plasmaticas de
colesterol total e triglicérides, bem como com o aumento dos niveis de HDL, calcio
plasmaticos e calcio ionizado, o que provavelmente os protegeu contra as alteragdes
deletérias biomecanicas e morfométricas.

Os achados morfométricos e biomecanicos demostraram alteracbes mais
pronunciadas nos ossos cortical e trabecular dos fémures dos camundongos LDLr-/-
que receberam a dieta rica em gordura e ndo foram submetidos a natacdo. Mudangas
nos niveis plasmaticos de calcio, triglicerideos e colesterol e suas fragdes também
foram mais marcantes neste grupo.

Portanto, as avaliagdes bioquimicas, biomecanicas e morfométricas realizadas
no presente estudo sugerem que a natagdo e a dieta balanceada em teor lipidico
possam prevenir os efeitos nocivos da hiperlipidemia/dislipidemia sobre o tecido

6sseo.
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ANEXO A - Aprovacao pelo Comité de Etica

19 UNIFENA

N COMITE:DE{ETIGAIEMIPESQUISATS
Comissao de Etica na Experimentagao Animal

g
\

PARECER N° 189/2010A

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da UNIFENAS, Setor de
Experimentagao Animal, tendo analisado, nesta data, o protocolo do projeto de
pesquisa intitulado EFEITOS DA NATAGAO E DO SEDENTARISMO SOB AS
PROPRIEDADES BIOMECANICAS DE FEMURES, OSTEOGENESE E
REMODELAGAO OSSEA EM CAMUNDONGOS (LDLR-/-), de autoria da Profa.
Evelise Aline Soares, revolve enquadra-lo na categoria de aprovado para fins de

inicio da pesquisa.

Alfenas, 20 de novembro de 2010.



