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INTRODUCAO: O excesso de peso e a obesidade representam uma ameaca crescente para a
saude da populacdo em um nimero cada vez maior de paises. A prevaléncia de obesidade cresceu
nas ultimas décadas, configurando-se como um dos problemas prioritarios de satide publica da
atualidade, tanto nos paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento (ALINE et al,
2015). Ela é caracterizada pelo excesso de gordura corporal, sendo desencadeada principalmente
pela inatividade fisica (HALLAL et al., 2012) e por uma alimentagao rica em gorduras.

O exercicio fisico é uma das medidas profilaticas e de tratamento para a obesidade, uma vez que
eleva o gasto energético, reduz o indice de Massa Corporal (IMC), a taxa de gordura, melhora a
aptiddo cardiorrespiratéria e as variaveis hemodinamicas (VASCONCELOS et al, 2013). Além
disso, possibilita a oxidagao de acidos graxos e possui acdo anti-inflamatdria, o que desencadeia
maior protecdo contra os danos oxidativos as moléculas proteicas e lipidicas (FIUZA-LUCES et al.,
2013). Além do exercicio fisico, outras medidas alternativas tém sido avaliadas no tratamento da
obesidade, entre elas a terapia de choque térmico. O aumento da temperatura corporal pelo
choque térmico induz a expressdo de HSP70, uma proteina essencial para a manutengao da
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homeostase proteica e celular sob condigoes fisioldgicas e de estresse (ANCKAR; SISTONEN,
2011). Ela age como chaperona molecular, transportando proteinas intracelulares em células sob
estresse e auxiliando no dobramento e estabilizacdo da estrutura quaternaria de proteinas
danificadas, tendo uma fungéao citoprotetora (JAATTELA, 1999).

Os beneficios produzidos pelo exercicio e pelo choque térmico apresentam em comum o aumento
da expressao celular da proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70), que desempenha fungao
intracelular anti-inflamatéria (KRAUSE et al., 2015). Em funcdo disso, desenvolvemos o presente
trabalho com o objetivo de avaliar o efeito agudo do choque térmico, associado ao exercicio fisico,
sobre a expressao celular de HSP70 nos tecidos adiposo branco epididimal e hepéatico em ratos
Wistar submetidos a dieta hiperlipidica.

METODOLOGIA: Foi realizado estudo experimental, in vivo e prospectivo.Animais: 50 ratos
Wistar (Rattus norvegicus albinus) virgens, adultos com 12 semanas de idade, provenientes do
biotério da UNIJUI. Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro 12h/12h, temperatura
ambiente de 22+22C e umidade relativa do ar a 60%, alimentados ad libitum, com ra¢do comercial
padrdo para ratos de laboratério, NUVILAB, ou racao hiperlipidica produzida no Laboratoério de
Ensaios Biolégicos da UNIJUI, com livre acesso a 4gua. Detalhamento do experimento: Foi
realizado apds a 122 semana um periodo de adaptacdo a esteira por cinco dias consecutivos, apds
o qual estes animais foram divididos em oito grupos experimentais com n = 5-8: a) Animais que
receberam racao padrao: M - Controle (sedentario); M+E - Exercicio; M+HS - Choque Térmico
(sedentario); M+E+HS - Exercicio + Choque Térmico. b) Animais que receberam racao
hiperlipidica: O - Obeso (sedentério); O+E - Obeso + Exercicio; O+HS - Obeso + Choque
Térmico (sedentario); O+E+HS - Obeso + Exercicio + Choque Térmico.

Apés a semana de adaptagdo a esteira, com dois dias sem nenhuma manipulagao os animais dos
grupos M+E, M+E+HS, O+E e O+E+HS realizaram uma sessao de exercicio a 8 metros/minuto,
intensidade leve, enquanto os grupos M, M+HS, O e O+HS permaneceram sedentarios. Apds 36h
da sessdo de exercicio, os grupos HS, M+E+HS, O+HS e O+E+HS passaram por uma sessao de
choque térmico, enquanto os grupos M, M+E, O, e O+E permaneceram normotérmicos. Apos 12
horas da sessao de choque térmico o material biolégico foi coletado para posterior andlise
biomolecular.

Adaptacdo: Apos 12 semanas de consumo de ragdo hiperlipidica e antecedendo a sessdo de
exercicio ou o protocolo de treinamento, todos os animais passaram por um periodo de adaptagao
a esteira rolante durante 5 dias consecutivos, aumentando progressivamente e diariamente o
tempo 5-10min, e a velocidade da esteira de 2 a 4 m/min. Exercicio aer6bio: Foi realizada uma
unica sessao de exercicio aerdbio leve, ~30% do VO,max, na velocidade de 8 m/minuto com a
duracdo de 20 minutos em esteira rolante sem inclinagdo. A esteira possui 8 raias
individuais. Choque térmico: Ocorreu uma vez apos 36h da sessdo de exercicio. Para tanto os
animais foram anestesiados com xilazina 10 mg.kg-1 (0,05 mL de xilazina 2% para 100 g de rato)
e cetamina 90 mg.kg-1 i.p. (0,09 mL de cetamina 10% para 100 g de rato) para supressao do
controle da temperatura hipotalamica. Estes animais foram colocados em um recipiente (banho)
com 4gua a 42 °C, com a maior parte do corpo submerso (exceto cabeca e membros anteriores). A
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temperatura dos animais foi monitorada com termoémetro retal durante todo o periodo em que
eles estiveram no banho. Tao logo apresentaram temperatura central de 41 °C permaneceram no
banho, com monitoramento continuo da temperatura central (41-41,5 °C) e do banho (41-42°C),
durante 15 minutos (BATHAIE et al., 2010; CHUNG et al., 2008). Os animais dos grupos nao
submetidos ao choque térmico (grupos M, M+E, O e O+E) também foram anestesiados, porém
mantidos com temperatura central entre 36,5-37,5 °C, monitorada com termometro retal, em um
recipiente com agua (banho). Apds o periodo de banho, os animais permaneceram no laboratorio,
mantidos na temperatura ambiente de 22-24 °C, até recuperacdo da anestesia e, em seguida,
foram hidratados com solugao fisioldgica (~3 mL/animal).

Racdo padrdo: Os grupos controles receberam ragdo padronizada para animais de laboratério
(Nuvilab CR-1), comercialmente obtida a partir de Nuvital Nutrientes S.A. (total de energia
metabolizavel: 16,6 M] / kg, sendo 11,4% gorduras, 62,8% carboidratos e 25,8% proteinas). Racdo
hiperlipidica: Os grupos obesos receberam racao hiperlipidica a base de banha (energia
metabolizdvel total: 22,8 M] / kg, sendo 58,3 % de gorduras, 24,5% e 17,2% de proteinas). Todos
os ingredientes da racdo hiperlipidica (exceto carboidrato e banha de porco) foram ajustados para
estarem presentes na mesma propor¢ao que no grupo controle (BOCK et al., 2015).

Expressdao de HSP70: As amostras foram homogeneizadas em tampao SDS 0,1% para mensurar
expressao de HSP70, por Western Blot (LAEMMLI, 1970). As imagens referentes a expressao de
HSP70 e actina foram quantificadas com o uso do programa Image]. Os resultados foram
expressos em unidades arbitrarias de HSP70/B-actina. Dosagem de proteinas: A concentragéao de
proteinas foi determinada pelo método espectrofotométrico de Bradford (1976), a 595nm. Os
resultados foram expressos em mg de proteinas por ml de amostra. O projeto de pesquisa
encontra-se APROVADO junto & Comisséo de Etica para Uso de Animais - CEUA, da UNIJUI,
conforme PARECER CONSUBSTANCIADO N¢2. 001/2015.

RESULTADOS E DISCUSSAO: Observamos no nosso estudo que somente o exercicio causou
elevacao na concentracao de HSP70 no tecido adiposo branco epididimal de animais obesos
(O+E), quando comparados as demais intervengoes. A maior concentragdo de HSP70 intracelular
indica uma resposta citoprotetora mais intensa, como estratégia de defesa contra danos teciduais,
aos quais animais obesos que realizaram somente o exercicio estiveram mais propensos. A
exposigao a combinagdo de dois desafios sucessivos, exercicio e choque térmico, (O+E+HS), ndo
foi capaz de potencializar o efeito observado na condigao de exercicio. Tal achado demonstra que
a obesidade afeta a capacidade de resposta ao estresse em um periodo de tempo de até 48 horas
(tempo desde a intervengao até a coleta dos tecidos). Sugere também que em animais obesos os
tratamentos podem tornar-se antagonistas se realizados combinados em um intervalo de tempo
reduzido (36 horas), podendo anular os beneficios do exercicio sobre o aumento da expressao de
HSP70 no tecido adiposo.

(1l

£z
‘ule

]
udd
y

m

[ 1 1



= ’. 6 . XXV Seminario de Iniciacéo Cientifica
SALAO DO unwuizmz? , /. XXIl Jornada de Pesquisa
CONHECIMENT :- XVl Jornada de Extensao

VIl Mostra de Iniciacao Cientifica Junior

AN U\ VIl Seminério de Inovacgao e Tecnologia
Evento: XXV SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA
= 20
=
T 15
g8s
o 2< 10
e iy = |
= g
Zo
5
=00
&

Figura 1. Concentracao de iHSP70 no tecido adiposo epididimal. Os valores estdo expressos
como média + DP. Andlise estatistica por ANOVA de uma via seguida do pds teste de Tukey.
*P<0,05 vs O+HS, O+E+HS. N=4-6 por grupo.

Quando analisada a concentracdo de HSP70 hepatica (fig. 2), nao se constata alteracdo nos
animais obesos e nos magros, em qualquer condi¢ao experimental. Um estudo com delineamento
similar mostrou que a expressdao maxima dessa proteina em tecido hepéatico ocorre entre 12 e 48
horas apds a sessdo (OKA et al., 2013). Contudo, apesar de, em nosso estudo, os tecidos terem
sido coletados 12 horas apds a sessao de choque térmico, nao foi detectada alteracdao nesse
parametro no tecido hepéatico de animais obesos. Em outro estudo, no qual também foram
utilizados ratos Wistar como modelo experimental, foi observado que a obesidade deprime a via
inflamatéria de HSP70 no figado, diminuindo a concentragao dessa proteina. Isso sugere que a
obesidade possa ter influéncia direta na nao detecgdo de alteracdo na concentracao dessa
proteina no tecido hepatico (CANGERI; NASO, 2013).
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Figura 2. Concentracao de iHSP70 hepatica. Os dados estdo expressos como média + DP.
Anadlise estatistica por ANOVA de uma via, sequida do pos teste de Tukey. P=0,1115. N=4-6 por

grupo.

CONSIDERACOES FINAIS: O choque térmico, isoladamente ou associado ao exercicio fisico,
nao foi capaz de produzir elevagdo na concentracao de HSP70 nos tecidos adiposo branco
epididimal e hepatico, em ratos Wistar obesos, sugerindo que a combinagao das intervengoes,
aplicadas em um curto intervalo de tempo, possa causar prejuizo a resposta citoprotetora ao
estresse.

Palavras-chave: Proteinas de choque térmico; Obesidade; Exercicio fisico.

Keywords: Heat shock proteins; Obesity; Physical exercise.
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