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Introducéo

Habitos alimentares inadequados e um estilo de vida sedentario da populacdo brasileira tém
corroborado para o aumento da prevaléncia de obesidade e doencas correlacionadas, como o
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Atualmente, estima-se que a
populacdo mundial com DM2 seja de 387 milhdes e que alcance 471 milhGes até 2035. O DM2 é
uma doenca caracterizada pelo quadro de hiperglicemia sustentada devido a resisténcia periférica a
insulina e reducdo do numero de células beta pancreéaticas, responsaveis pela secrecdo deste
horménio (SODIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2016). Além disso, o quadro
diabetogénico estd associado a inflamacdo crbnica de baixo grau, que pode ser observado pela
alteracdo nos niveis plasmaticos de proteinas de choque térmico de 72kDa (eHSP72), biomarcador
para estudo diagnostico de situacdes de estresse no organismo (RODRIGUES-KRAUSE et al.,
2012).

Outro problema de ordem global € a polui¢do atmosférica. No mundo, anualmente, 7 milhdes de
mortes sdo atribuidas a exposicdo ao poluente atmosférico Material Particulado de 2,5 &#956;m
(PM2,5) (WHO, 2013). Além disso, estudos mostram que a exposi¢cdo prolongada a poluentes
atmosféricos esta associada a elevagéo do risco de desenvolvimento de DM2 (WANG et al., 2014).
Estudos experimentais demonstram que a inalagdo de PM2,5 pode gerar desequilibrio autonémico e
estresse oxidativo em diferentes tecidos. A exposicdo aguda a particulas também altera niveis
plasméticos de eHSP72 em animais obesos, causando desequilibrio entre a concentragdo de eHSP72
em relacdo aos niveis de proteinas de choque térmico com acdo antiiflamatéria (iIHSP70),
aumentando os niveis plasmaticos e diminuindo a mesma proteina no tecido pancreatico, o que
resulta em intolerancia a glicose (GOETTEMS-FIORIN, 2016).
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Em contrapartida, no combate de doencas cronicas e suas comorbidades, recomenda-se a pratica
regular de exercicios fisicos moderados (EIJSVOGELS TH; THOMPSON PD, 2015). Quando
realizado de forma aguda, em ambientes com altos indices de poluicdo atmosférica, por individuos
sedentarios e sem planejamento, 0 exercicio pode representar riscos ao organismo, podendo
desencadear quadro inflamatorio (THRALL et al., 2007) e de estresse oxidativo (HECK et al.,
2014). Além disso, sabe-se que o0 exercicio agudo e de alta intensidade ocasiona uma elevacéo 15%
da eHSP72 (EC et al., 2015).

Estudos indicam que os niveis de eHSP72 podem ser considerados biomarcadores do quadro
metabdlico no DM2, no risco diante da exposic¢do a poluicdo atmosférica por PM2,5 e também do
nivel de esforco fisico realizado (HECK, 2011; LUDWIG et al., 2014), sendo um amplo marcador
de estresse do organismo.

Assim, buscamos avaliar o efeito do exercicio fisico agudo nos niveis de eHSP72 em condicdes de
risco a satde: no DM2 e na exposi¢do a poluicdo atmosférica por PM2,5.

Metodologia

Foram utilizados 60 camundongos machos da linhagem B6129SF2 (B6) com 30 dias de idade,
provenientes do Biotério da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul —
UNIJUI, mantidos sob condicdes padrdo de biotério (ciclo claro/escuro de 12h, temperatura 22+2°C
e livre acesso a comida e agua). Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica da
UNIJUI (CEUA 010/2013).

Os animais foram separados inicialmente em dois grupos, por 16 semanas: Dieta Padréo (DP, n=29)
(Nuvilab CR-1, energia total metabolizada de 3,9 kcal/g de racdo ingerida, sendo 11,4% gordura,
62,8% carboidrato, e 25,8% proteina) ou Dieta Hiperlipidica (HFD, n=31) (Ragdo preparada no
laboratdrio, energia total metabolizada de 5,4 kcal/g de ragdo ingerida, sendo 58,3% gordura, 24,5%
carboidratos e 17,2% proteinas.).

Foi verificada a glicemia de jejum (sangue coletado da parte distal da cauda, ~5uL) antes da
introducédo da dieta hiperlipidica (tempo= 0) e na 4°, 8°, 12° e 16° semana. Na 16 semana, ap0s
jejum de 12 horas, foi realizado o Teste de Tolerancia a Glicose (GTT; administracdo de solugédo de
glicose 16% (m/v) em agua destilada via intraperitoneal na dose de 1g/Kg) (glicosimetro Optium
Xcedd Abbott).

Apo6s o GTT, foi realizada adaptacdo ao exercicio fisico (dois dias de natacdo por 10min), em
tanque de vidro (30x30x60cm), preenchidos com 20 cm de dgua a 30£1°C. Apoés a adaptacdo, 0s
animais ficaram 24h sem nenhuma manipulacdo e foram separados randomicamente, quanto a
realizacdo de exercicio e exposi¢cdo ao PM2,5 (tabela 1):
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Tabela 1 - Grupos experimentais:

Grupos Dieta Instilacio Exercicio Fisico
C (n=6) DP Solugdo Salina Repouso

C+MOD (n=10) DP Solugdo Salina 20 min. de natagdo
PM (n=7) DP PM;5s Repouso
PM+MOD (n=6) DP PM> 5 20 min. de natagao
HFD (n=8) HFD Solugdo Salina Repouso
HFD+MOD (n=9) HFD Solugédo Salina 20 min. de natagdo
HFD+PM (n=7) HFD PMss Repouso
HFD+PM+-MOD (n=7) HFD PM- s 20 min. de natagao

Os grupos PM, PM+MOD, HFD+PM e HFD+PM+MOD receberam PM2,5 por instilacdo
intranasal, (50ug/10pL), uma Unica vez, antes da realizacdo do exercicio fisico (ou repouso). Os
demais grupos receberam o veiculo da instilagdo (solucdo salina), configurando 8 grupos
experimentais. Os grupos com a sigla MOD (MOD, PM+MOD, HFD+MOD, HFD+PM+MOD)
desenvolveram exercicio em intensidade moderada por meio de adicdo de 4% de sobrepeso na
cauda por 20 min. Os demais grupos permaneceram em repouso na agua rasa por 20 minutos. Apos
o0 exercicio fisico foram coletadas amostras de sangue (punc¢do caudal, ~25uL) para mensuracao da
concentracdo de lactato sanguineo (Accutrend® Lactate, Roche). Os animais foram mortos para
coleta dos tecidos e sangue para a analise de eHSP72 por kit especifico (EKS-715 Enzo Life
Sciences).

Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de medidas repetidas de duas vias para as analises de
GTT, glicemia de jejum e lactato sanguineo. Para o tempo de exercicio foi utilizado ANOVA uma
via, seguido de Teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. E eHSP72, ANOVA de uma via
seguido de post-hoc de Tukey (GraphPad 3.0). Nivel de significancia fixado em 5% (p<0,05). Os
resultados foram expressos como médias + desvio padréo.

Resultados e Discussao

O resultado abaixo (Figura 1A e B) representa indices glicémicos dos animais apds 12 horas de
jejum, e o GTT ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica, demonstrando aumento de glicemia pelo
grupo HFD a partir da 4% semana, até o final do estudo.
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Figura 1. A) Glicemia de jejum de camundongos B6 ao longo de 16 semanas. *DP vs HFD 42, 82, 122 e 16 semana
(p&#706;0,0001). B) GTT de camundongos B6 ao longo de 16 semanas. *DP vs HFD tempos 0, 30 e 120 min
(p&#706;0,0001). Média = D.P. n=29-31.

Tendo em vista que uma dieta inadequada pode gerar intolerancia a glicose e DM2, o modelo
implementado em nosso estudo foi capaz de mimetizar um quadro de intolerancia a glicose, ja que
0s animais que receberam dieta hiperlipidica apresentaram hiperglicemia de jejum durante o
periodo experimental a partir da 42 semana de intervencao.

A intensidade do exercicio fisico realizado e a condi¢do de repouso foram confirmadas através da
mensuracdo do lactato sanguineo (figura 2A). Observamos que os grupos HFD+MOD e
HFD+PM+MOD ndo conseguiram concluir o tempo de exercicio previsto (Figura 2A),
demonstrando a reducao no desempenho fisico promovido pelo consumo de uma dieta hiperlipidica
(BOUCHER et al., 2015).
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Figura 2. A) Lactato sanguineo de Camundongos B6. *HFD vs HFD+MOD p<0,0065; *HFD+PM vs HFD+PM+MOD
p<0,0102. B) Tempo de duracédo de Exercicio Fisico de Camundongos B6. *HFD+MOD vs C+MOD p<0,01;
*HFD+PM+MOD vs PM+MOD p<0,05. Média + D.P. n=6-9. REP = animais que nao realizaram exercicio; MOD=
animais que realizaram exercicio moderado.

Em relacdo aos niveis de eHSP72, estes encontraram-se menores nos animais que praticaram
exercicio fisico moderado e ndo foram expostos a uma dieta hiperlipidica (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo plasmaética de eHSP72 (ng/mL de plasma). de camundongos apds exercicio fisico moderado.
REP = Animais em repouso na agua rasa. MOD = Animais submetidos ao exercicio agudo de intensidade moderada
(4% peso acoplado a cauda, 20min, 4gua 30+1°C). *C+MOD vs C+REP e PM+MOD vs PM+REP (P<0,05). n=4.

Conclusao

A dieta hiperlipidica foi capaz de induzir intolerancia a glicose e diminuir a capacidade de
conclusdo do tempo de exercicio fisico previsto. Nos animais tratados com dieta hiperlipidica os
niveis de eHSP72 ndo diminuiram como nos animais tratados com dieta convencional, mesmo
expostos ao MP2,5. Portanto, o exercicio de intensidade moderada pode diminuir os niveis de
eHSP72, mas ndo em animais diabéticos. O material particulado ndo interferiu nos niveis de
eHSP72.

Palavras chave: HSP70; Exercicio Fisico; Desempenho fisico.
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