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RESUMO

A exposicao ao poluente atmosférico material pagdo fino (MBs5), € um risco para a saude e um
problema global cada vez mais grave. E amplamemtdgdda a necessidade da pratica regular de
exercicios fisicos. A exposicdo ao MPesta relacionado ao aumento de estresse oxidativo
cardiopulmonar e elevacdo dos niveis plasméticosprdéeinas de choque térmico de 72kDa
(eHSP72), enquanto que, o treinamento fisico estdceado com a melhora nas defesas antioxidantes
e ndo se conhece os efeitos sobre as eHSP72. Sajoe-a realizacdo de uma sessdo de exercicio
fisico exposto ao MR estéa associada com o aumento de lipoperoxidacdmpalmonar. No entanto,

as alteracGes nos parametros de estresse oxidatidipulmonar e plasmaticos de eHSP72, em
resposta ao treinamento regular exposto aesMido sdo conhecidas, e podem ser dependentes da
intensidade do esforgo. Nesse sentido, este estuestiga o efeito do treinamento fisico de difézen
intensidades em camundongos expostos cronicament®Rs quanto ao estresse oxidativo
cardiopulmonar e niveis de eHSPREtodologia Foram utilizados 32 camundongos machos, com
30 dias de idade, que foram divididos nos grup@emxentais por 12 semanas: Controle (CON),
treinamento moderado (MOD, até 60 min, 4% de c&ngaem), treinamento intenso (INT até 20 min,
8% de carga, 5x/sem), exposto ao MMP5ug de MBs em suspensao, via intranasal, 7x/sem),
treinamento moderado exposto ao AMMP(MOD+MP,5) e treinamento intenso exposto ao JA¥P
(INT+MP25). O treinamento foi de natac@esultados Nao houve alteragbes no peso dos animais,
na glicemia de jejum e na resposta ao teste dedtgi@ a glicose (GTT). Os grupos MOD e
MOD+MP,5 atingiram concentracdes de lactato sanguineo medxia 4 mmol/l os grupos INT e
INT+MP2 5 valores maiores que 5,5 mmol/l. Nos grupos MOD+MPINT+MP, sforam mensurados
maiores niveis de dano oxidativo lipidico cardiggpando comparado com M&P<0,05) e o grupo
MOD+MP,,smaiores niveis do que o grupo MOD (P<0,05). O giiyio+-MP, s apresentou hiveis de
dano oxidativo lipidico pulmonar maior do que todssdemais grupos (P<0,05). No tecido pulmonar
e cardiaco, ndo foram observadas altera¢gBes ndaaltvdas enzimas antioxidantes CAT e SOD. Os
niveis plasmaticos de eHSP72 nao foram alteradios tpegnamento MOD ou INT em relacdo ao
CON. A exposicao crbnica ao MPnos animais sedentarios elevou os niveis plasosatie eHSP72

de 1,24 ng/ml (CON) para 2,78 ng/ml (M2 mas ndo nos treinadd3onclusado A interac¢éo cronica
entre exercicio e inalagdo de pMRcausa estresse oxidativo cardiopulmonar, mas r@difioca 0s
niveis plasméaticos de eHSP72.

Palavras-chave: Proteinas de choque térmico, BolaignosféricaCoragéo, Pulmao, Exercicio.
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INTRODUCAO

Os niveis elevados de poluicdo atmosférica nosaliggs atingem urdos requisitos
basicos para a saude e o bem-estar dos seres fgjroanm respirar ar de qualidade. Por
outro lado, a realizacdo de exercicio fisico é menmlada para a promocédo e manutencao da
saude. Sendo assim, a associacdo dos efeitos diaaprégular de exercicio fisico
concomitante a exposi¢cdo a poluicdo atmosféricacparser um desafio ao organismo
humano, sobretudo ao sistema cardiopulmonar.

Em todo o mundo, a exposicdo aos diferentes tipppauentes atmosféricos,
especialmente o poluente material particulado (M&-5), € um perigo para a saude e um
problema global cada vez mais grave. Isso se desgeeteitos toxicos, a diversidade de
poluentes existentes e 0 grande nimero de pesquasas a esses riscos. Além de prejudicar
a saude da populacéo e a qualidade de vida, acfolaimosférica também resulta em altos
custos para os governos. O aumento do numero deimentos em saude, internacdes
hospitalares e uso de medicamentos sdo exemphiessgesas que poderiam ser evitadas com
a melhoria da qualidade do ar (BRASIL, 2014).

Neste cenario, € amplamente divulgada a necessil#adpessoas adotarem um estilo
de vida saudavel. Entre outros fatores, um bortoefgi vida esté relacionado com a incluséo
da pratica regular de atividade fisica e de exerdisico. Este estudo tem o intuito de ser
utilizado como instrumento de avaliacdo dos risgmrséficios da pratica de exercicios fisicos
regulares (treinamento) em animais expostos aesMBonsiderando a intensidade do
exercicio. Assim, a proposta deste estudo é caabma geracdo de conhecimento para
compreensdo da relagdo entre o equilibrio metabd@icestado redox do organismo em
resposta ao treinamento fisico exposto a poluit@ostérica.

Dessa maneira, 0 organismo apresenta capacidadespader a diferentes desafios
fisiolégicos quando submetidos as mudancas impge&ts ambiente ou mesmo do préprio
metabolismo que se faz necessério para a sobreidav&@o mesmo. Quanto maior a
intensidade do desafio imposto a homeostase, néaiarcomplexidade dos mecanismos
desencadeados para reconstruir a homeostase. RBar lado, temos que, alteracdes
moderadas podem moldar as capacidades fisiologarasieio de adaptacdes internas. Assim
€ perceptivel que desafios realizados ao organigemam estresse oxidativo e aumento
expressao de eHSPs), que dependendo da intengidddecausar efeitos danosos na saude.

Neste sentido, salientam-se os efeitos da reabzalg exercicio fisico desafiando o
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organismo durante o esforco fisico, mas, promovediptacdes que podem ser benéficas
diante de outras adversidades como no ambientmexte poluicdo atmosférica.

Convém salientar que, alteracdes em parédmetros sttesge oxidativo (pré e
antioxidantes) ocorrem em situagOes de desafioganismo nas duas dimensdes em estudo
(exercicio fisico e exposicao a poluicdo atmoségridssim, o efeito do exercicio fisico sobre
a regulacdo metabdlica e sobre o balanco das adiesdpro e antioxidantes dos diferentes
orgdos e sistemas, requer um estudo que indiqugEeisdo o “ponto critico” na prescri¢cao
de exercicio, principalmente quanto a intensidamlesiorco. Dessa forma, o “ponto critico”
poderia ser determinado através de parametrostissess oxidativo, que normalmente sao
influenciados por condicGes inadequadas, como asggn a niveis elevados de poluentes
atmosféricos durante o esforgo.

No entanto, as alteracGes nos parametros de eswggativo cardiopulmonar em
resposta ao esforgo fisico exposto aoMpodem ser dependentes da intensidade do esforco.
Assim como 0s niveis plasmaticos da expressaoataipa eHSP72 foram mensurados para
indicar o equilibrio entre a exposicdo a poluicimosférica e o exercicio fisico, com o
intuito de estabelecer indicativos sobre a intadeddo esfor¢co fisico no momento da

prescricao de exercicios fisicos desde a infariéia aida adulta.

13



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Poluicdo atmosférica

A poluicdo atmosférica, ao longo dos ultimos 250sarfaz-se presente nos mais
diferentes cenarios desde a revolucdo industrisia Emissdo de poluentes deixou de se
restringir ao uso domeéstico de combustiveis vegetai minerais. Atualmente,
aproximadamente 50% da populacéo do planeta viveidatles e aglomerados urbanos e
esta progressivamente exposta a niveis elevadqgmldentes atmosféricos, gerados pela
propria acdo do homem (ARBEX et al., 2004).

Entende-se por poluicdo atmosférica a presencali#éscias estranhas na atmosfera
como gases ou suspensdo de particulas sélidasiidabg que apresentam concentracdes
suficientes para interferir direta ou indiretamengéesalde e bem estar dos seres humanos.
Tais poluentes podem provocar uma reducdo na hdsibe, da intensidade luminosa,
provocar odores desagradaveis e/ou gerar alteragdbémmperatura ambiente (CANCADO,
2006, p. 32).

As fontes poluidoras da atmosfera séo classificadafontes naturais ou biogénicas e
fontes antropogénicas. Dentre as fontes naturaisnsentram vulcdes, decomposicdo de
matéria organica e vegetacdes que liberam grandastidades de poeira e pdlen na
atmosfera (EPA, 2010). O desenvolvimento técnieotdico levou a criagdo de fontes
antropogénicas como aquelas derivadas das indijsdoatransporte motorizado e do uso de
agrotoxicos. Estas fontes podem também ser clemd#fs como fixas (estacionarias) ou
moveis, sendo as primeiras, aquelas que ocupam aneza relativamente limitada como
instalagGes industriais e habitacionais, e as sk mepresentadas pelos meios de transporte
(EPA, 2010). Além disso, de acordo com o ambienmegee os poluentes se encontram, a
poluicdo pode ser classificada conmmoor (poluicdo interna ou doméstica) autdoor
(poluicdo externa, industrial ou fora de casa) tepmresenta na maioria das vezes, uma
situacao na qual a area poluida ndo é a mesmaemppluicdo foi gerada (HU, 2012).

No mundo, 3,7 milhdes de mortes sdo atribuidasldigdo atmosférica ambiental
enquanto 4,3 milhdes sao atribuidas a fontes easeite poluentes atmosféricos.
Aproximadamente, 200 milhdes de pessoas morrerammuralo nos ultimos 10 anos por
doencas cardiovasculares derivadas da exposicaliggn atmosférica decorrente do uso de
combustiveis solidos, tais como madeira, residtiasdos das atividades agricolas e carvao.
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A producdo de energia para diversas tarefas dedaswéstico, como cozinhar e
aquecer casas com combustiveis solidos como biam@ssha, esterco, palha e outros
residuos vegetais) ou carvdo, produz altos niveiduthaca que contém poluentes que
prejudicam a saude, principalmente em paises amasids de baixa a média condicdo de
renda (OMS, 2012).

Produtos emitidos diretamente das fontes poluideés chamados de poluentes
primarios, como o material particulado (MP), didgxidle enxofre (Sg€), didxido de nitrogénio
(NO2) e monoxido de carbono (CO). J& os resultantesratesformacdo sofridas pelos
poluentes primarios sédo poluentes secundarios, @moaso do Oz6énio ¢D O MP € o que
tem recebido maior atencdo no campo cientificdptam pesquisas epidemioldgicas quanto
experimentais, porque apresenta em sua composigaconjunto de poluentes formados a
partir de processos de combustdo, mais comum ma®seairbanos, com alto potencial toxico
a saude humana (BRASIL, 2015).

O tamanho do MP esta diretamente associado ao atencial de causar danos a
saude, sendo que, quanto menor a particula, maame®s efeitos produzidos (XU et al.,
2010). O MP pode ser classificado em Particulaai§@m Suspenséao (PTS), que sédo aquelas
cujo diametro € menor que pdn, e em Particulas Inalaveis, cujo diametro é mener10
um. Estas séo classificadas em particulas gros$aBie-(2,5 a 10um), particulas finas —
MP25(<2,5um) ou ultrafinas —Mp1 (<0,1 um) (BRASIL, 2015). Nos poluentes MPe nas
PTS, as fontes antropogénicas sdo a poeira deerwstradas, atividades agricolas e de
construcdo. Como fontes naturais, cita-se o pdlelgos e cinzas vulcanicas. Os poluentes
MP2se MPy,;, sdo geralmente oriundos das fontes da queimadustiveis fosseis, de
biomassa e usinas termoelétricas. Para uma meiboalizacdo segue abaixo uma figura

representativa referente ao tamanho das particulas:
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Figura 1. Representacao da classificacdo do matekrjgarticulado de acordo com o tamanho
aerodindmico
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Adaptado de Donaldson et al, 2001

Desde 1997, a Universidade de Provo nos Estadadobiném realizado avaliacdes
periddicas do nivel de MP na atmosfera que auailiana compreensao dos efeitos da
poluicdo atmosférica na saude humana, verificaratoocas varias escalas de tempo de
exposicao a poluicdo e suas diferentes concengggddem gerar respostas no organismo,
como o desencadeamento de doencas cardiovasclljppémonares (POPE, 2013). O padrao
americano de qualidade do ar para concentraco@dPde ficou mais rigoroso no ano de
2005, passando o limite maximo permitido para unioge de 24 horas de 15@/m® para 50
ug/m® em média, e para o periodo de um ano dedio® para 20ug/m®, em média. Se
considerado o MP, 0 padréo estabelecido para concentracbes destelpde 6pg/me para
25 ng/m® , durante o periodo de 24 horas, e dad/&? para 10ug/m?, durante o periodo de
um ano (OMS, 2005).

No Brasil, os padres de qualidade do ar forambeleaidos pela Resolucdo do
CONAMA n° 03/90, sendo classificados em padroesmgmips e secundarios descritos

conforme abaixo e detalhados na tabela 1:

“Sao padrdes primarios de qualidade do ar as ctragées de poluentes
que, ultrapassadas, poderdo afetar a satude daapapuPodem ser entendidos como
niveis maximos toleraveis de concentragdo de ptdseatmosféricos, constituindo-se
em metas de curto e médio prazo. Sdo padrées semsdle qualidade do ar as
concentragdes de poluentes atmosféricos abaixguds se prevé o minimo efeito
adverso sobre o bem estar da populagéo, assime@anitimo dano a fauna e a flora,
aos materiais e ao meio ambiente em geral. Podenerdendidos como niveis
desejados de concentracdo de poluentes, constitssm@ém meta de longo prazo.”
(BRASIL, 2015).

16



Tabela 1. PadrBes nacionais de qualidade do ar quinao material particulado

Poluente Tempo de Padrdo Primario Secundario
Amostragem (ug/m3) (ug/m3)
Particulas totais em 24 horas 240 150
suspensao MGA 80 60
Particulas inalaveis 24 horas 150 150
MGA 50 50

Adaptada da Resolugcao Conama no 3, de 28/06/198@.. Média Geométrica Anual

Dados atuais da Organizacdo Mundial da Saude (OMdfgyentes a quase 1600
cidades, de 91 paises, coletados de estacfes deonammento urbanos, residenciais,
comerciais e em areas mistas indicam que a médixplesicdo ao Mid no mundo é de 71
ug/m? (variando de 26 a 208y/n°), sendo que a média nos paises latino-americadesé
ug/m°. No Brasil, a média de 56 estacgdes, representd@dcidades registrou uma média
anual de M de 41ug/mPe de MBsde 22ug/m?® (OMS, 2014).

Nesse sentido, enfatiza-se a importancia da realizde pesquisas que tenham como
intuito elucidar os mecanismos pelos quais a egfosa poluicdo agrava a saude, buscando
alertar para a necessidade do desenvolvimento litcqg® de saude publica, em prol de

padrdes de qualidade do ar.

Efeitos da inalacéo de material particulado fino nssaude

Os efeitos da poluicdo atmosfeérica variam confoort@mpo de exposicao aos agentes
poluidores e a condicdo prévia de saude, sendo pai@a cada individuo afetado (HU, 2012),
seja em curto ou em longo prazo, a poluicdo dgradeo organismo.

A penetracdo dos poluentes no organismo ocorre galédade nasal ou oral,
percorrendo todo o trato respiratorio superiorgatido brénquios e bronquiolos, e alcancando
os alvéolos. Dependendo do seu diametro, o MP gediepositar nos alvéolos pulmonares e
atingir a corrente sanguinea. A fisiopatologia d@sos decorrentes da inalacdo de MP
envolve a diminuicdo da atividade mucociliar e od@rofagos, produzindo irritacdo nas vias
respiratorias e causando o estresse oxidativo, @mequéncia, a inflamacdo pulmonar e

sistétmica. A exposicdo cronica produz remodelaméntinquico e doenca pulmonar
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obstrutiva crénica (DPOC), podendo ser cancerigéhdaptado de KUNZLI, 2004 et al e
HU, 2012).

Na exposicdo aguda ao MP, os efeitos normalmentamgeum aumento da
mortalidade por doencas respiratorias, maior fregjaéde infec¢des respiratorias, aumento
do numero de internacbes hospitalares por pneunmmnian aumento da prevaléncia de
sintomas e sinais de irritacdo nos olhos, naringarganta. Na exposicao crbnica, os efeitos
da poluicdo podem causar o aumento da incidéngieealéncia de asma, acréscimo da
incidéncia e mortalidade por cancer de pulméao, @ggd da incidéncia e de mortalidade por
pneumonia e influenza, alteracdes crénicas na éupcdmonar e menor desenvolvimento
pulmonar em criancas e jovens (Adaptado de KUNZL3l., 2009 e ARBEX, 2004).

A exposicao ao MB; leva ao aumento principalmente na mortalidade itade por
doencas respiratorias e cardiovasculares, as gst® epidemiologicamente associadas a
inalacdo de particulas. O aumento da poluicdo dterr sido associado a reducdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca (indicadorrideo para arritmia e morte subita), a
vasoconstriccdo e ao aumento da pressédo artevids,t fatores de risco para doencas
cardiovasculares (PETRY, 2011).

Em estudo duplo-cego, randomizado, realizado conpaientes com insuficiéncia
cardiaca e 15 voluntarios de controle; os partitggmforam expostos em 3 sessbdes separadas
de ar limpo, exposi¢cao a escape dos motores dieselfiltro ou ar filtrado. Foi avaliada a
funcdo endotelial por meio do indice de hiperendativa, rigidez arterial, marcadores
biologicos de curta distancia e a variabilidadefrdguéncia cardiaca. Este estudo foi a
primeira tentativa, at¢é o momento, de mostrar qoe filtro pode reduzir a disfuncéo
endotelial aumentada em pacientes com insuficiGaidiaca durante a exposi¢cdo. Assim, 0
uso generalizado de filtros em pacientes expospEuacao do ar derivados do trafego pode
ter efeitos benéficos na saude humana (VIEIRA, 2016

Outro estudo prospectivo, abrangente e bem codtrplealizado por Pope (2004),
encontrou risco aumentado de mortalidade relace@agdoluicdo do ar que variou de 8% a
18%, para diversos tipos de doengas cardiacast#jcerealizado em Dublin, Irlanda, por
Clancy et al (2002), revelou que a reducdo dosisiide poluentes do ar ocorrida naquela
cidade implicou na diminuicdo da mortalidade poerd@s cardiopulmonares, sugerindo a

importancia da adocao de medidas preventivas dé@odbetivo.
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Estresse oxidativo e material particulado fino

Nas células aerdbias, como as dos seres humamaaioa parte do oxigénio (D é
reduzida a 4gua @@) nas mitocdndrias pelo processo de respirac@taceCerca de 5% do
O2 é consumido em passos monoeletronicos, ou sejdptee tendéncia a receber um elétron
de cada vez, com formacdo de espécies intermeslideaominadas espécies reativas de
oxigénio (EROs).

Sendo assim, a producdo de ERO é parte integramtenetabolismo humano,
dispondo de um eficiente sistema antioxidante cggresn como a enzima superoxido
dismutase (SOD) e a enzima catalase (CAT). Estadef@sas antioxidantes enzimaticas que
atuam com antioxidantes ndo enzimaticos, extrafidodieta (vitamina A, C e E), doando
elétrons para as EROs inibindo assim a sua acém les tecido cardiaco e pulmonar
(SANTOS, 2014).

Além disso, as espécies reativas de nitrogénio @& Rinbém sdo parte integrante do
metabolismo humano e desempenha importante funigdgica por meio de mudltiplos
processos enzimaticos, sobretudo no sistema imumas garedes vasculares. E para ndo
existir esse de ERIN o organismo dispde de um eficiente sistema ad@éokxe que visa
controlar e restabelecer o equilibrio por meio deireas celulares antioxidantes como a
glutationa peroxidase (GPx), SOD, CAT. Além dissaoprganismo dispde de defesas néo
enziméticas como proteinas séricas (ceruloplasniaasferrina), vitamina C, vitamina E,
beta-caroteno, e glutationa reduzida (VASCONCELZI®)7).

O estresse oxidativo (EO) € um resultado do delleqai entre o sistema proé e
antioxidante, tendo predominio dos oxidantes, canmpd consequentes. Quando a producao
de EROs ou ERNexcede a capacidade natural de defesa do organiesuwdta em dano
oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Este degeélibrio pode acontecer apés a
exposicao a agentes pro-oxidantes, como poluentes (DELFINO et al., 2011) Portanto, a
resposta antioxidante do organismo se constituioconportante mecanismo de defesa para
auxiliar na manutencdo do equilibrio oxidativontéada exposicdo ao MP (BROOK et
al.,2010).

O desequilibrio nos processos pro e antioxidaree plesencadear alguns efeitos no
organismo como o desenvolvimento de algumas dogepa® elas, a aterosclerose, doenca
de Alzheimer, asma, artrite reumatéide, sindromandeficiéncia respiratéria do adulto,

esclerose multipla e diabetes mellitus. Esse psoctsm importancia no envelhecimento e
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nos mecanismos de morte celular, tendo por consegué inducéo de cancer, assim como a
arterosclerose, hipertensédo arterial sistémicaertigfia miocardica (VASCONCELOS,
2007).

O aumento da producdo de EROs, aliado a supressientimas antioxidantes, &
responsavel pelo processo central de EO no pulm&angmnais expostos ao MP (LI, XIA et
al., 2016) (Figura 2). A citotoxicidade destas EB@no o anion superéxido £ radical
hidroxila (OH), oxigénio singlet (£, oxido nitrico (ON), peréxido nitrico (ONOO-), ido
hipoclérico (HOCL-), e peroxido de hidrogénioo(B}) se deve principalmente a reducéo de
estruturas lipidicas, proteicas ou de bases nitamigs do DNA (RABELO et al;2010).

Figura 2. Representacéo gréafica do efeito direto dmaterial Particulado sobre o Estresse Oxidativo
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Fonte: Petry, 2011.

Em nosso grupo de pesquisa, recentemente, forastigados os efeitos da inalacéo
de MPs sobre parametros de EO. Um estudo com ratos &dwsi expostos ao MP
demonstrou um aumento do EO cardiopulmonar (aumemtigpoperoxidacao lipidica) sem
causar alteracdes dos parametros hemodinamicosKHEI14 e HECK et al, 2014b). Outro
trabalho, sobre a exposicdo aguda ao MP, porémesenticio também resultou em EO
plasmatico, demonstrado pelo aumento de dano oxadattoteico e acao ineficaz de defesas
antioxidantes (BALDISSERA, 2014).
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A exposicao a poluicdo atmosférica por MP leva @oem diferentes 6rgaos, sendo,
portanto, um potencializador para o surgimentondeneras doencas. As particularidades de
cada individuo influenciam quéo severos serdo@sfda inalacdo de MP.

Nesse sentido, enfatiza-se a importancia da realizde pesquisas que visem ilustrar
os riscos da inalacdo de MP a saude, como també®ntficacdo de biomarcadores dos
efeitos adversos dos poluentes do ar, cuja finddidsirva para recomendar cuidados e a

prevencdo dos danos a saude causados por polaantegericos em individuos susceptiveis.

Treinamento fisico

E amplamente conhecida a necessidade das pessotasead um estilo de vida
saudavel. Entre outros fatores, uma organizagdestito de vida saudavel e regrado esta
relacionado com a inclusdo ou escolha pela praggalar de atividades fisicas e/ou de
exercicios fisicos. Atividade fisica € caracterzatbmo qualquer forma de atividade
muscular e resulta no gasto energético proporciaealtrabalho muscular realizado. O
exercicio fisico é planejado com o objetivo de melh ou manter o condicionamento fisico
representando um subgrupo da atividade fisica (PRSVEHOWLEY, 2000).

O exercicio fisico agudo, em decorréncia do masmsaomo de oxigénio em relacéo
ao estado de repouso, promove 0 aumento da forntec&ROs. No entanto, o treinamento
fisico regular é capaz de gerar adaptacOes efieaaasenizar os efeitos danosos provocados
pelos radicais livres. Estas adaptacdes estadoaetatas a uma série de sistemas, dos quais 0s
mais importantes sdo os sistemas enzimaticos, ciogp@ela SOD, CAT e GPx. Tais
adaptacOes, apesar das controvérsias sobre os ismeganenvolvidos, promovem maior
resisténcia tecidual a desafios oxidativos, conuw, gxemplo, novas sessfes de exercicio
fisico (SCHNEIDER, 2004).

Uma carga isolada de trabalho exaustivo na muscalasquelética leva ao aumento
de lipoperoxidacdo, mas também gera aumentos vidaaté de enzimas antioxidantes como
glutationa redutase (GR), GPx, SOD e CAT. Na décad@0, descobriu-se em triatletas uma
elevacao na atividade da enzima antioxidante GBeritrocitos, protegendo o organismo do
dano a membrana celular. Além disso, estudos imdigae o proprio EO induzido pelo
exercicio pode disparar adaptacbes em resposteeiaanento e que tais adaptacdes séo

tecido-especificas, sugerindo um mecanismo regidatdmplexo. O treinamento pode
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aumentar tanto a capacidade de resisténcia aaroardao as defesas antioxidantes, limitando
assim o dano tecidual causado por EROs (SCHNEIRBEEY).

Tendo em vista que o exercicio fisico potenciaéiZzarmacao de radicais livres, um
cuidado quanto a intensidade de esfor¢co passa eelsgdo com o EO. Este pode ser
responsavel por aumentar a incidéncia de divees®e$, alterar o sistema imunoldgico e
reduzir o desempenho, ocasionando diversas doanchsndo cardiovasculares (FANHAN
e FERREIRA, 2006). No entanto, esse estresse aodagudo de cada sessdo de exercicio &
gradativamente melhor tolerado pelo organismo ad®n o que sugere uma adaptacao dos
sistemas antioxidantes, e que quanto maior a cdegaeinamento, maior magnitude da
melhora do sistema antioxidante (SCHNEIDER e OLR/] 2004). Portanto, a intensidade
do esforco realizado passa a ser um tema importgnémdo se trata de adaptacdes
antioxidantes.

Uma Unica sesséao de exercicio resulta em adaptaggiabolicas tanto durante quanto
apos o esforgo fisico. Durante a atividade musaildemanda energética pode superar a de
repouso em até 35 vezes enquanto o consumo denaxijgéde aumentar de 10 a 15 vezes.
Desta forma, € possivel relacionar o EO com a éidede do exercicio, uma vez que
intensidades moderadas ndo parecem induzir dam&tions ao organismo, diferente do que
ocorre com exercicio de alta intensidade (ALESSI@93). Semelhante correlacdo existe
entre a concentragéo de lactato [LA], um marcaddntbnsidade, diminuida em exercicio de
baixa intensidade, sugerindo uma pequena LPO emieis submaximos. O dano oxidativo
pode depender ainda do grau de exaustdo e ndandaete da intensidade do exercicio
(VINA et al., 2000; HECK, 2007).

Durante o exercicio agudo, mesmo que de intensidedierada, a inalacao de MP
pode levar a estresse oxidativo cardiopulmonar (KECal; 2014a e HECK et al; 2014b). No
entanto, no estudo de Petry et al.(2011), realizemm MP5s e treinamento fisico, os
resultados indicaram que a inalacdo aguda de pladiciiminuiu a atividade da CAT no
tecido cardiaco, enquanto que o treinamento aumentatividade da CAT no coracdo. No
mesmo estudo, o0 exercicio também preveniu o auméata@oagulabilidade do sangue
induzido pela inalagdo aguda de ROFA.

Em suma, varios estudos relacionados a epidemé#tégi demonstrado forte relacao
da poluicdo atmosférica no desenvolvimento de dmergonicas (SUN et al., 2009;

PEARSON et al., 2010). A exposi¢do crbnica a péliatmosférica, principalmente por
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MP2 s também promove aumento do EO, provocando prejuizeside, principalmente em

condicOes de disposi¢cdes pre-existentes.

Proteinas de choque térmico

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo da tam@s chaperonas moleculares,
sao proteinas expressas praticamente em todogasismos vivos e estao relacionadas com
estratégias de sobrevivéncia do organismo e desliohgde frente a condi¢bes de estresse,
aumentando assim as defesas celulares e facilitangparacdo de danos a proteinas. No
ambiente extracelular, estas proteinas apresentagdds imunomoduladoras, facilitando a
apresentacdo de peptidios imunogenéticos e atuado estimuladores da resposta imune
(HECK, 2011)

As HSPs séo classificadas de acordo com suas massasulares em familias
(HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP30)rDestas, as pertencentes a familia
de HSPs de 70 kDa (HSP70) sao proteinas muito m@uss (SMOCK et al., 2011). As
HSP70 sdo responséaveis por multiplas funcbes oftefaras no ambiente intracelular e
exercem forte papel imunomodulador quando extrirehente localizadas (RADONS,
2016).

A primeira demonstracdo de expressdo de HSP erostaespelular ao estresse foi
relatada no ano de 1962 por Ferrucio Ritossa, qisereou padroes de espessamento
cromossomal em células de glandulas salivard3rdsophila buskii, situacdo que mostrava a
sintese de HSPs apds a exposicéo celular a temmaerattas (DE MAIO, 2011).

Células, quando sao expostas a injuria celulaptadao seu metabolismo para uma
nova condi¢cdo. A principal funcdo é oferecer pr@tedutura para a manutencdo do
funcionamento celular normal. As HSPs desempenpemeis fundamentais em diferentes
situacOes de estresse oxidativo, compreendenddptositcaminhos, como 0s processos
celulares basicos de capacidade pré-oxidante/adéinte, para a manutencdo da homeostase.
Portanto, durante uma situacdo de estresse, as dedeHSPs vdo além de funcédo de
chaperona intracelular e prevenindo futuros daredslares ativando vias de sinalizag&o
celular (DE MAIO, 2011).

Nos ultimos anos, mostrou-se evidente que em coeslige estresse (ex. exposicao a
niveis elevados de polui¢cdo) as células respondgmegsando HSPs, situacdo designada de
resposta celular ao estresse (MUKHOPADHYAY et @D;2 KIDO et al., 2011).
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A inducdo de HSPs, especialmente, a HSP70, cormergn expressivo do conteudo
intracelular desta proteina, representa um fatéenooal citoprotetor e antiflamatorio em
inUmeras condicdes de estresse (HECK et al., 2@bt)outro lado, desafios extremos levam
a aumento da exportacdo de HSP70 para o ambietri@caular (eHSP72), nos quais
exercem efeitos pré-inflamatérios. Assim, o equiilentre o conteddo extra/intracelular de
HSP70 parece ser um importante indicador da condighestresse celular do organismo
(HECK, 2011, KRAUSE et al.,2015). Este estudo itigesa razao extra de HSP70 como
biomarcador de estresse do organismo diante dassef#o treinamento fisico combinado
como inalacdo de material particulado.

Nessa direcéo, justifica-se o desenvolvimento desatealho, na busca de promover
novos conhecimentos relacionados aos agravos dazsiedip a poluicdo atmosférica, bem
como o potencial do treinamento fisico como egratéle promo¢do da saude. Como
instrumento de andlise e considerando que a ira@EdP s causa EO, e que, o treinamento
fisico, dependendo da intensidade de esforco, feito eoenéfico sobre o mesmo, neste
estudo experimental esperava-se que o treinamiito £m intensidade moderada pudesse
evitar o EO decorrente da exposicdo aoMBé& com o treinamento intenso, esperava-se 0

aumento do EO e dos niveis plasmaticos de eHSP72.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar se o treinamento fisico de diferentes istdades protege camundongos

expostos cronicamente ao material particulado aadtresse oxidativo cardiopulmonar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do treinamento fisico de diféesnintensidades em camundongos

expostos cronicamente ao material particulado quai(o):

- Niveis de Lipoperoxidacdo no coracao e no pulmao

- Atividade das enzimas Catalase (CAT) e Superoxidmutase (SOD) no coracdo e no

pulméao

- Concentracédo de eHSP72 no Plasma.
- Concentracéo de lactato sanguineo.

- Glicemia.

- Peso.

- Resposta ao GTT.
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MATERIAIS E METODOS

Local de realizac&o

Laboratério de Ensaios Biologicos (LEBio), Departamto de Ciéncia da Vida,
Universidade Regional do Noroeste do Estado do@#&nde do Sul — UNIJUI (Rua do
Comércio, n° 3000, Bairro Universitario, ljui, RS).

Animais

Foram utilizados 32 camundongos machos da linh&8@h29SF2/J, com 30 dias de
idade, provenientes do biotério da UNIJUI. Os aismiaram mantidos sob condigdes ideais
de acondicionamento em biotério, em gaiolas semtalmécas, sob ciclo artificial
claro/escuro de 12 horas, com controle da temperfd2+2°C), recebendo agua potavel e

racao ad libitum.

Foi respeitado os principios éticos estabelecidedasp“Normas Internacionais de
Protecdo aos Animais” (HOFF, 1980), “Codigo Brasilede Experimentacdo Animal”
(1988), bem como pelo “Guia de Cuidados e Utilipag@& Animais de Laboratorio” do
National Institutes of Health. O trabalho foi apmde no CEUA/UNIJUI (protocolo n°
011/2013). Este projeto teve financiamento via d&diFapergs 001/2013 Programa
Pesquisador Gaucho - PgG, n° 002106-2551/13-5, etproj“HSP70 COMO
BIOMARCADOR DO “PONTO CRITICO” DA REALIZACAO DE EXRCICIO FiSICO
EXPOSTO A POLUICAO ATMOSFERICA NO DIABETES”, coordado por Thiago
Gomes Heck

Delineamento experimental

Antes de qualquer intervencdo, os 32 camundongahosacom 30 dias de idade
foram avaliados biometricamente (pesados e medidangrimento) e também realizado o
Teste de Tolerancia a Glicose (GTT). Os animaianfiodivididos nos grupos experimentais
pareados pela resposta ao GTT. Foram realizadas idteavencdes durante 12 semanas:
Treinamento fisico e exposi¢cdo ao MPO exercicio (subdividido em treinamento fisico de
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natacdo de intensidade moderada e intensa). A igdposo MRBs foi realizada por
administragdo intranasal de uma suspensao dgs Mifmetizando a exposicdo a polui¢ao
atmosférica. Cada intervencdo foi acompanhada iexpetalmente pelo respectivo grupo
controle conforme descrito a seguir.

Os animais foram divididos em grupos de acordo eomdministracao intranasal
(diariamente por 12 semanas) de solucao fisioldgicaalacdo de M (grupos com a sigla
MP2 ). Estes grupos foram subdivididos ainda de acoomo a condi¢cdo de exercicio, sendo
mantidos sedentarios ou sendo treinados (5x/seream@jtensidade moderada (grupos com a
sigla MOD) ou treinados em alta intensidade deresf(grupos com a sigla INT) (tabela 2).

Foi verificada a concentracdo de lactato sanguilescanimais na 5° semana (quando
0S grupos MOD estavam em treinamento de intensidaxtkerada) e na 9° semana (quando
0s grupos INT ja estavam em treinamento de alemandade) (figura 3). O GTT foi realizado
na 4°, 8° e 12° semana (figura 4). Apés a 12° sanm@nanimais ficaram 48 horas sem

manipulacéo ou intervencao e foram sacrificados esonde guilhotina para roedores.
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Tabela 2. Caracterizacdo do protocolo experimentale treinamento de natacéo e exposicdo ao Material
Particulado fino (MP2.5)

Identificacdo
dos grupos

Protocolo de treinamento fisico de natacéo Protocolo de exposicéo ao
periodizado para camundongos Material Particulado fino (MP 2.5)

COM

MOD

INT

MP2s

MOD+ MP2s

INT+ MP 25

o . . Administracao diaria (7x/sem), por
Animais mantidos por 20 min, 5x/sem por 12 semanas,  , semanas, de 1D de NaCl

em agua rasa (2cm) a 30°C, sem esforco fisico. 0,9% via instilacio intranasal.

Natacdo (dgua 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem,

por 12 sem, iniciando por sessdes de 20 min com 0%

carga adicionada a cauda. Na 2° semana realizaram o

treinamento com carga de 1%, na 3° semana com 2%dministracéo diaria (7x/sem), por
na 4° semana com 3% e na 5° semana com 4%. EifA semanas, de iD NaCl 0,9%
cada semana seguinte, a duracdo de cada sessdovia instilagdo intranasal.
aumentou em 10 min, até atingir 60 min com 4% de

carga na 9° semana, permanecendo com essa duracao e

intensidade de esforco até a 12° semana.

Natacdo (agua 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem,
por 12 sem, iniciando por sessdes de 20 min com O%d
carga adicionada a cauda. Em cada semana seguinte,
carga foi aumentada em 1% até atingir 20 min com 8%
de carga na 9° semana, permanecendo com essa
duracao e intensidade de esforgo até a 12° semana.

ministracdo diaria (7x/sem), por
12 semanas, de {10 de NaCl
0,9% via instilacdo intranasal.

Administracao diaria (7x/sem), por
Animais mantidos por 20 min, 5x/sem por 12 semanasl2 semanas, de.§ de MB s via
em agua rasa (2 cm) a 30°C, sem esforco fisico. instilac&o intranasal (MR
suspenso em 10 de NaCl 0,9%).

Natacdo (agua 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem,

por 12 sem, iniciando por sessdes de 20 min com 0%

carga adicionada a cauda. Na 2° semana realizara%%ministraqéo didria (7x/sem), por
treinamento com carga de 1%, na 3° semana com 2A)1e2 semanas, dei§ de MB Vié

na 4° semana com 3% e na 5° com 4% . Em cada instilacio ’intranasal (Mj%
semana seguinte, a duragdo de cada sessao aumentgg enso em 10 de NaCl 0 9%)
em 10 min, até atingir 60 min com 4% de carga na ge>P u 70
semana, permanecendo com essa duracéo e intensidade
de esforgo até a 12° semana.

Natacdo (agua 30°C, 20 cm de profundidade), 5X/S€$dministragéo diaria (7x/sem), por
por 12 sem, iniciando por sessdes de 20 min com 0 %5 semanas. d § de MR vié
carga adicionada a cauda. Em cada semana seguinte; » dQu S
carga foi aumentada em 1% até atingir 20 min com 8%
de carga na 9° semana, permanecendo com essa
duracéo e intensidade de esforco até a 12° semana.

instilacéo intranasal (MR
suspenso em 10 de de NacCl
0,9%).

Fonte: Dados desta dissertacao
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Figura 3. Imagem ilustrativa da coleta de sangue pa mensuracéo da concentracdo sanguinea de lactato

Fonte: Foto obtida durante os experimentos destedacao

Figura 4. Imagem ilustrativa do Teste de Tolerancia Glicose

Fonte: Foto obtida durante os experimentos dessedacao

Tamanho Amostral

O caélculo do tamanho da amostra foi realizado paiteacdo do menor numero
possivel de animais em cada experimento. Considergne o exercicio moderado deve
prevenir as alteracbes em parametros de estregkiox gerados pelo MB, o tamanho da
amostra foi calculado para detectar a menor diferezsperada entre os grupos Controle e
MP25 (De acordo com a GOETTEMS-FIORIN et al.,2014) iferdngca esperada € de
0,08+0,07 nmol MDA/mg/proteina). Foi utilizado paraalculo um poder estatistico de 80%
para um nivel de significancia de 0,05%. Assimarfiomecessarios 5 a 6 animais por grupo,
totalizando 32 camundongos.

Material particulado fino
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O poluente utilizado foi contido em filtro de p@rbonato, por meio de um coletador
gravimétrico instalado no terraco da Faculdade ddidiha da Universidade de Séo Paulo, na
cidade de Sao Paulo, Brasil. Apds a exposicao @géal (24 horas), o filtro foi retirado e a
coleta das particulas aderidas no mesmo foramasbfidr meio do processo de sonicacdo em
banho de ultrassom, realizado em 7 sessfes de BMosicada, em meio aquoso. As
particulas foram ressuspensas, na concentracdoytedol., em solucéo fisioldgica.

O processo de instilacdo intranasal foi realizadwiainente por 12 semanas, com
auxilio de micropipeta automatica. O animal foi tmm pelo manipulador, sendo suspenso
pela regido cervical, sustentado com a mao soliteren e os dedos retendo os membros
anteriores e a cauda. O manipulador realizou arasimacao via intranasal (i.n.) da suspensao
de Material Particulado Fino (MJg) no roedor desprezando 10uL da suspenséo na mharina
animal, promovendo reflexo de apneia seguida deratfio profunda, a qual impulsionou o
liquido para os pulmdes (GOETTEMS-FIORIN, 2014). ddgpos ndo expostos receberam,

diariamente, 10 pL de solucao fisiologica (Figura 5

Figura 5 . Imagem llustrativa da instilacéo intranasal de MP2.5

%

a

Fonte: Foto obtida durante os experimentos destedacao

Protocolo de Treinamento fisico moderado e intenso

O treinamento fisico realizado pelos camundongas d® natacdo. Antes do
treinamento, os animais foram adaptados ao maiatqtemperatura da agua = 30°C+1°C),
durante dois dias por 10 minutos.

Treinamento fisico moderado (grupos identificada® @ sigla MOD): Na 1° semana
de treinamento fisico, os animais nadaram 5 dia2@aoninutos. Na 2° semana nadaram com
carga equivalente a 1% do peso corporal adicioaackuda por 20min. Na 3° semana com
2% por 20min, na 4° semana com 3% por 20min, e°reemana com 4% por 20min. Nas
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semanas seguintes a carga de 4% foi mantida erfes@do o tempo em 10 minutos a cada
semana, atingindo 60 minutos de natacdo com ca&adg&wna 9° semana de treinamento. Os
animais seguiram o treinamento com 4% por 60mia 4t2° semana.

Treinamento fisico intenso (grupos identificadoma sigla INT): Na 1° semana de
treinamento fisico, os animais nadaram 5 dias pomiutos. Na 2° semana nadaram com
carga equivalente a 1% do peso corporal adicioaackuda por 20min. Na 3° semana com
2% por 20min, na 4° semana com 3% por 20min, e°reemana com 4% por 20min. Nas
semanas seguintes a duracdo de 20min foi mantal@agga foi acrescida em 1% a cada
semana, atingindo 20 minutos de natacdo com ca@¥wna 9° semana de treinamento. Os
animais seguiram o treinamento com 8% por 20mim 4 semana (Figura 6).

Figura 6. Imagem ilustrativa do protocolo de repous e treinamento fisico de natacdo

Fonte: Foto obtida durante os experimentos destadacao

Perfil glicémico

A concentragéo de glicose sanguinea foi verificattas de qualquer intervencéo, na
42 82 e 128 semana de treinamento, com Glicosirdgitium Xceed da Abbott, em puncao

venosa na parte distal da cauda dos animais.

Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Antes de qualquer intervencdo, na 4°, 8° e 12°s®rda experimento, 0s animais
foram submetidos ao Teste de Tolerancia a GlicGSeT). Apés jejum de 12 horas, foi
verificada a glicemia no tempo zero (tzero). Pasterente, foi administrada solugéo de
glicose via intraperitoneal (i.p.), na dose de Ip&realizado o monitoramento da glicemia
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nos tempos 30 e 120 minutos. A resposta glicémicante o GTT foi avaliada pelo calculo
da area sob a curva (ASC) e area incremental soiova (AISC) de glicose pelo método do
trapézio (MATTHEWS et al., 1990).

Peso corporal

O peso corporal dos animais foi avaliado semanakrepartir do inicio do protocolo
experimental até o ultimo dia de experimento. Apdsutanasia dos animais, o coracao, o

pulm&o e o plasma foram imediatamente coletadosigetados para posterior analise.

Lactato sanguineo

A determinacado do lactato foi realizada por meiah& Unica puncgéo na parte distal
da cauda do animal, no final da sessdo de natBgiba puncéo, foram coletados @5 de
sangue para analise em lactimetro (Accutrend® Rashe), sendo o resultado expresso em
mMol/L de sangue.

Preparacao dos tecidos

Ao término dos experimentos com 0s animais, 0s rmagsforam mortos por
decapitacdo. O sangue do tronco dos animais fetamd com EDTA e centrifugado a 3000
rpm por 5 min e o plasma foi aliquotado. Foranraets o coracdo, pulmao e o plasma. Os
orgaos foram homogeneizados em 9 volumes de 1208M3 mM de Tampéao kpi (pH7,2)
com PMSF, para analises enzimaticas (SOD e CA®)EBARS (NEVES, 1997).

Determinacédo da atividade das enzimas antioxidant€¥OD e CAT

A atividade da Superéxido Dismutase (SOD) foi addi pelo método Marklund e
Marklund (1974), a 420 nm. A reacao consiste naigad da auto-oxidacao do pirogalol pela
atividade da enzima SOD. A atividade da Catalas&T{Cfoi determinada por meio da
decomposicdo do peréxido de hidrogénio a 25°C, 40m2 de absorbancia (AEBI, 1984).
Os resultados foram expressos respectivamente eBOD /mg proteina e U CAT/mg
proteina.
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Dosagem de proteinas e lipoperoxidacéo

A concentracdo de proteina e determinagdo da liprjgacdo nos homogeneizados,
foram determinados pelos métodos espectrofotornétac595 e a 535nm, respectivamente,
utilizando curva padréo de albumina (BRADFORD, )9 @urva padrédo de MDA (BUEGE
e AUST, 1978). O nivel de lipoperoxidacdo avaligdbo teste de substéncias reativas ao
acido tio-barbiturico (TBARS) foi expressa em MM@Ee malonaldeido (MDA) por mg de

proteina.

Anélise estatistica.

Os dados foram apresentados como média = desvieeda e analisados pelo teste

ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tulkeg0(05), em Graphpad prism 6.0.
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RESULTADOS

Os animais foram submetidos ao treinamento fisa@ogizado, sendo verificado o
nivel de lactato sanguineo na 5° semana, quandoilmsis atingiram 4% de carga acoplada a
cauda. Nesta sessdo de treinamento fisico os aniatiamgiram ao final da sessdo uma
concentracdo sanguinea de lactato proximo a 4 roreal/ todos os grupos treinados, sem
influéncia da exposicdo ao MP(Figura 7A). A partir desta semana, 0os grupos M&D
MOD+MP2 s mantiveram a carga de treinamento de 4% enquar@s| animais dos grupos
INT e INT+MP25 aumentaram a intensidade progressivamente (1%eqmana) até atingir
8% de carga na 9° semana. Na avaliacdo da conc&mitia lactato realizada na 9° semana de
treinamento, os grupos MOD e MOD+W¥ainda apresentaram concentracdes de lactato
sanguineo proximas a 4 mmol/L, independentementsedem expostos ao MP J& os
animais dos grupos submetidos ao treinamento mt€iéT e INT+MPs) alcancaram
valores maiores do que os grupos MOD e MODsMFigura 7B). As concentracdes de
lactato sanguineo refletem a realizacdo de treintovem intensidades diferentes de exercicio

sem influéncia da exposicao ao MP
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Figura 7. Concentracdo de lactato sanguineo em camidongos expostos ao material particulado fino apés
uma sesséao de treinamento de natacdo periodizado
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Valores de lactato sanguineo (mmol/L, media tdp)5hasemana de treinamen(d) e na 9° Semana de
treinamentdB). Na 5° semana todos os animais nadaram 20 minutogi®e de carga acoplada a cauda. Na 9°
0s animais MOD e MOD+Pjg nadaram 60 minutos com 4% de carga acoplada acaws animais dos
grupos INT e INT+PMsnadaram 20 minutos com 8% de carga (n = 5 a 6a®ipigrupo).. *vs MOD e
MOD+PM,s (P = 0,039). Anova de 1 via seguido pelo teste Ipos de Tukey. Fonte: Dados desta dissertacdo
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Os animais foram avaliados quanto ao peso corpoigicemia de jejum e a resposta
ao GTT antes de qualquer intervencéo, na 4°, °esémana de experimento. Nao houve
modificagcdes no peso (Tabela 3), na glicemia danefTabela 4) ou na resposta ao GTT
(Figura 8) em decorréncia do treinamento, da egfosao MRs, ou da combinacao destes

fatores.

Tabela 3. Peso corporal de camundongos expostos awaterial particulado fino e submetidos ao
treinamento de intensidade moderada e intensa poRIsemanas

MOD INT
CON MOD INT MP 25 +MPas +MPas ANOVA

Inicial 19,0+3,0 180+18 19017 185+31 178% 195+272 0,825

4 o46+22 235+27 249+05 249+21 2323 222+40 0410
Semana

8  273:+18 247+25 253+09 281+27 273G 252+39 0874
Semana

12°  580+36 267+22 267+25 287+28 2782 260+33 0772
Semana

Dados (peso corporal em gramas, média + desvioapadsbtidos apos 12 semanas de experimento em
camundondos quéeCON = Receberam diariamente}il@e solucao fisioldgica intranaséflOD = Treinaram
5x/sem até 60 min por sessdo com carga adicionadada de 4%NT = Treinaram 5x/sem até 20 min por
sessdo com carga adicionada a cauda deMPes = Receberam diariamente administragdo intranasal de
material particulado fino |®/10u. MOD+MP 25 = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessdo com carga
adicionada a cauda de 4% e receberam diariamemiéniattacdo intranasal de material particulado fino
5ug/10ul. INT+MP 25 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com cadgdonada a cauda de 8% e
receberam diariamente administracdo intranasal aferial particulado fino f&g/10ul (n = 5 a 6 animais
p/grupo). Anova de 1 via. Fonte: Dados desta desg&o
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Tabela 4. Glicemia de jejum de camundongos expost@® material particulado fino e submetidos ao
treinamento de intensidade moderada e intensa poRIsemanas

MOD INT

CON MOD INT MP 25 ‘MPac  +MP,c ANOVA

Inicial 120,3+ 1236+ 1272+ 1160+ 104,8+ 1192+ 0845
6,4 23,0 26,2 224 37,9 27,4

4° 1125+ 96,2+ 85,6 + 104,8+ 1040+ 992+ 0,330
Semana 195 23,9 13,7 23,0 14,8 16,6

8° 1025+ 934+ 96,0 + 94,8 + 96,2 + 109,4+ 0,652
Semana 14,7 14,7 19,6 15,2 15,1 22,0

12° 91,5+ 74,0 + 80,7 + 80,1 + 77,2 + 81,6 + 0,460
semana 213 10,9 17,0 8,8 15,6 4,0

Dados (Glicemia em mg/dl, média + desvio padradidob apés 12 semanas de experimento em camundondos
que: CON = Receberam diariamenteil@e solucao fisiolégica intranasdlOD = Treinaram 5x/sem até 60
min por sesséo com carga adicionada a cauda deNA%= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com carga
adicionada a cauda de 8MP25= Receberam diariamente administracéo intranasaladerial particulado fino
5ug/10ul. MOD+MP 25 = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessdo com aggonada a cauda de 4% e
receberam diariamente administragdo intranasalaterial particulado fino jgg/10ul. INT+MP 25= Treinaram
5x/sem até 20 min por sessdo com carga adicionamauda de 8% e receberam diariamente administragdo
intranasal de material particulado finpgd10ul (n =5 a 6 animais p/grupo). Anova de 1 via.teoados desta
dissertacéo. Fonte: Dados desta dissertacdo
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Figura 8. Resposta ao teste de tolerancia a glicode camundongos expostos ao material particuladanf e
submetidos ao treinamento de intensidade moderadairtensa por 12 semanas
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Dados (Glicemia em mg/dl, média + desvio padrddjdob antes de qualquer intervencdo, na 4° 8° e 12°
semana de experimento em camundondos G@N = Receberam diariamente |il0de solucédo fisiolégica
intranasal. MOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessao com cadgdonada a cauda de 4INT =
Treinaram 5x/sem até 20 min por sessao com caigm@ada a cauda de 8%P25= Receberam diariamente
administracdo intranasal de material particulado fiug/10ul. MOD+MP 25 = Treinaram 5x/sem até 60 min
por sessdo com carga adicionada a cauda de 4%fgeram diariamente administracéo intranasal derialate
particulado fino fg/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com eatigionada a cauda
de 8% e receberam diariamente administracdo irgshrde material particulado finqu&/1Qul (n =5 a 6
animais p/grupo). (P > 0,05) Anova de 1 via. FobBizdos desta dissertacao.
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Neste estudo investigamos variaveis indicativaE@gcomo a atividade das enzimas
antioxidantes CAT e SOD além dos niveis de lipogdezdo dos tecidos cardiaco e
pulmonar, como forma de explicitar os efeitos dinamento fisico sobre estes parametros,
na presenca ou ndo de MPN&o foram observadas alteracdes na atividadesdzsnas
antioxidantes CAT e SOD (Figuras 9 e 10) no teddaliaco. Nos grupos que realizaram
exercicio e foram expostos ao MP(MOD+MP25 e INT+MP.5) foram observados niveis
mais elevados de lipoperoxidagdo cardiaca quandgpa@do com o0s animais do grupo
MP2s (Figura 11). Além disso, o grupo MOD+M#® apresentou maiores niveis de
lipoperoxidacao no coracdo do que o grupo MOD (faidil).

Figura 9. Atividade da enzima antioxidante SOD no aracdo de camundongos expostos ao material
particulado fino e submetidos ao treinamento de iensidade moderada e intensa por 12 semanas
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Dados obtidos apds 12 semanas de experimento eondandos queCON = Receberam diariamentel@e
solugéo fisioldgica intranasaOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessédo com eatigionada a cauda de
4%.INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com cafigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracdo intranasal de materigigoéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessao com carga adicionada a ckud# e receberam diariamente administracao irgahuia
material particulado fino®/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessao com eatigionada
a cauda de 8% e receberam diariamente administiaitdnasal de material particulado finpgblQul (n =4 a

6 animais p/grupo). P = 0,183 Anova de 1 via. Fontlos desta dissertacao.
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Figura 10. Atividade da enzima antioxidante CAT nacoracéo de camundongos expostos ao material
particulado fino e submetidos ao treinamento de imnsidade moderada e intensa por 12 semanas
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Dados obtidos apés 12 semanas de experimento eondanmdos queCON = Receberam diariamentel@e
solucao fisiolégica intranas@¥lOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessdo com ealigionada a cauda de
4%.INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com cafigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracdo intranasal de materigigoéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessdo com carga adicionada a cEud e receberam diariamente administracéo irsahoe
material particulado finog/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com ealigionada
a cauda de 8% e receberam diariamente administiattdnasal de material particulado finpgdlOul (n =5 a

6 animais p/grupo). P = 0,537. Anova de 1 via. Eobados desta dissertacéo.

40



Figura 11. Lipoperoxidacdo no coragdo de camundong@expostos ao material particulado fino e
submetidos ao treinamento de intensidade moderadairtensa por 12 semanas
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Dados obtidos apds 12 semanas de experimento eondandos queCON = Receberam diariamente;l@e
solugéo fisioldgica intranasaOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessédo com eatigionada a cauda de
4%.INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com cafigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracao intranasal de materiglgpéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessao com carga adicionada a ckeud# e receberam diariamente administracao irgahia
material particulado fino®/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessao com eatigionada
a cauda de 8% e receberam diariamente administiaitdnasal de material particulado finpgblQul (n =3 a

5 animais p/grupo). P = 0,001. ** vs CON, MOD e MPAnova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertacao.
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No tecido pulmonar também n&do foram observadasaafies na atividade das
enzimas antioxidantes CAT e SOD (Figuras 12 e &Bphenhum grupo. No entanto, o grupo

INT+MP2 s apresentou niveis de lipoperoxidacdo pulmonar regsido que todos os demais
grupos (Figura 14).

Figura 12. Atividade da enzima antioxidante SOD ngulmo de camundongos expostos ao material
particulado fino e submetidos ao treinamento de ignsidade moderada e intensa por 12 semanas
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Dados obtidos apds 12 semanas de experimento eondandos queCON = Receberam diariamentel@e
solugdo fisioldgica intranasaOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessédo com eatigionada a cauda de
4%. INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com @afigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracao intranasal de materiglgpéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessao com carga adicionada a ckeud® e receberam diariamente administracao irgahua
material particulado fino®/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessao com eatigionada
a cauda de 8% e receberam diariamente administiaitdnasal de material particulado finpgblQul (n =4 a

6 animais p/grupo). P = 0,664. Anova de 1 via. Eobados desta dissertacao.
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Figura 13. Atividade da enzima antioxidante CAT nopulmdo de camundongos expostos ao material
particulado fino e submetidos ao treinamento de ignsidade moderada e intensa por 12 semanas
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Dados obtidos apés 12 semanas de experimento eondanmdos queCON = Receberam diariamentel@e
solucao fisiolégica intranas@llOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessdo com ealigionada a cauda de
4%. INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com @afigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracao intranasal de materiglgpéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessao com carga adicionada a ckeud# e receberam diariamente administracao irgahuia
material particulado fino®/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessao com eatigionada
a cauda de 8% e receberam diariamente administiattdnasal de material particulado finpgdlOul (n =5 a

6 animais p/grupo). P = 0,538. Anova de 1 via. Eobados desta dissertacéo.
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Figura 14. Lipoperoxidacdo no pulméo de camundongasxpostos ao material particulado fino e
submetidos ao treinamento de intensidade moderadaimensa por 12 semanas
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Dados obtidos apds 12 semanas de experimento eondanmdos queCON = Receberam diariamentel@e
solugdo fisioldgica intranasaOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessédo com eatigionada a cauda de
4%.INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com cafigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracdo intranasal de materigigoéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessdo com carga adicionada a cEud e receberam diariamente administracéo irsahe
material particulado finog/10ul. INT+MP 2 5= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com ealigionada
a cauda de 8% e receberam diariamente administiaitdnasal de material particulado finpgblQul (n =4 a

6 animais p/grupo). P = 0,014. * vs todos os gruposva de 1 via. Fonte: Dados desta dissertacao.
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Os niveis plasmaticos de eHSP72 nao foram alteqa@logreinamento MOD ou INT
em relagcdo ao grupo CON. A exposicao cronica ags\ievou de 1,24 ng/ml (CON) para
2,78ng/ml (MB ) os niveis de eHSP72. Por outro lado, no grupo+tMM.sa concentracédo

plasmatica de eHSP72 foi menor que o grupe M@igura 15).

Figura 15. Concentracdo de eHSP72 no plasma de camtiongos expostos ao material particulado fino e
submetidos ao treinamento de intensidade moderadairensa por 12 semanas
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Dados obtidos apés 12 semanas de experimento eondanmdos queCON = Receberam diariamentel@e
solugdo fisioldgica intranasaOD = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessédo com eatigionada a cauda de
4%.INT = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com cafigionada a cauda de 8%P25= Receberam
diariamente administracdo intranasal de materigigoéado fino ug/1Qul. MOD+MP 25= Treinaram 5x/sem
até 60 min por sessdo com carga adicionada a c#Eud e receberam diariamente administracéo irsahe
material particulado finog/10ul. INT+MP 25= Treinaram 5x/sem até 20 min por sessdo com ealigionada

a cauda de 8% e receberam diariamente administiattdnasal de material particulado finpgdlOul (n =4 a

6 animais p/grupo). P = 0,031 *vs CON, MOD, INT,TINMP.s Anova de 1 via. Fonte: Dados desta

dissertacéao.
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DISCUSSAO

O exercicio em ambiente com altos niveis de poéseatmosféricos (CO,:0SQ,
NO2, MP), pode levar a uma diminuicdo do consumo méxufe oxigénio e aumento
concomitante dos niveis de lactato sanguineo. &sgento € responsavel pela reducdo da
capacidade de realizacdo de exercicio aerObico rdete da formacdo de
carboxihemoglobina. A formagdo de carboxihemoglanieva o organismo a entrar
antecipadamente em predominancia de rotas metabGlinaerdbicas durante o esforco,
resultando na diminui¢do do limiar anaerobio elfimeate, na producdo aumentada e acumulo
de lactato no musculo em atividade e no sagueziedlu a capacidade de realizacdo de
esforco (KARGARFARD et al., 2011). No entanto, ensso estudo, com um uUnico poluente,
e sendo este o MB, este efeito (formac&o excessiva de carboxiherhoglp pode nao
ocorrer, portanto nao influenciando nos niveisagéako sanguineo.

Poderia ser esperado ainda, que a exposicdo ae, MRriamente, interferisse no
metabolismo dos animais, alterando o peso e/outabmiismo e/ou a homeostase glicémica
(GOETTEMS-FIORIN, 2014; GOETTEMS-FIORIN et al., B)1Deste modo, um prejuizo
no desempenho dos animais expostos agsMBrante o treinamento poderia ser demarcado
pelo aumento da dificuldade de realizacdo de ecierco que por sua vez, poderia ser
identificado por um aumento nos niveis sanguinemdadtato (BARON, 2008). Mas a
exposicdo ao ME também néo interferiu na massa corporal, glicafaigejum e na resposta
aos GTTs ao longo das 12 semanas de experimerixpdsicdo ao M tem sido associado
aumento no risco de desenvolvimento de diabetedituselipo 2, tanto em estudos
epidemiolégicos como experimentais (GOETTEMS-FIORINal.,, 2016). Em dois estudos
do nosso grupo com camundongos machos com 21 diadade (GOETTEMS, 2014,
SALAMONI, 2015), com dieta hiperlipidica e exposicdiaria ao MPs, foram observadas
alteracOes indesejaveis na glicemia de jejum, 130 perporal, adiposidade e na resposta ao
GTT.

Portanto, quando associado a uma condi¢cdo de sstrestabdlico, como o consumo
de dieta hiperlipidica, a exposicdo ao MRgrava os efeitos metabdlicos causados por esta
dieta, prejudicando o quadro de intolerancia aogkce resisténcia a insulina, mas nao ocorre
em animais que consomem dieta padrdo (GOETTEMS-RQGR al., 2016). Assim, N0sSso

estudo, juntamente com os estudos anteriores,ro@nfiue a exposicdo ao Weper se, nas
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doses estudadas, ndo causa alteracbes metabakcasyodificando os dados biométricos,
glicémicos ou a concentracdo de lactato apos ogesfo

Em nosso estudo, até a 9° semana de treinamerit®,uapa sessao de treinamento
com 4% de carga (MOD e MOD+MB os camundongos apresentaram valores de
concentracdo de lactato sanguineo proximas a 4,8/mmenquanto que na 9° semana, apés
uma sessao de treinamento com 8% de carga (INT& N\P..5), 0s camundongos atingiram
valores médios préximos de 5,5 mmol/L.

A concentracdo sanguinea de lactato reflete queeasidade do esforco realizado em
resposta a uma sessao de exercicio fisico (GOODWIINI., 2007). Neste sentido, a
utilizacdo desta variavel biolégica (concentrac&o lactato sanguineo) é constantemente
adotada como marcador da intensidade de exeré$ao também em pesquisa com modelos
animais, inclusive em protocolo de exercicio degéh (GOBATTO et al., 2001). Ainda, a
utilizacdo de natacdo como modelo de exerciciodfigpresenta vantagens sobre a corrida em
esteira, uma vez que nadar € uma capacidade ndtuealimal, ndo necessitando, portanto,
escolha de animais, o que geralmente é necessarjraocolos experimentais em esteira
(KREGEL et al., 2006).

Conforme sugerido pelo estudo de Gobatto et aDI(RGs concentracbes de lactato
sanguineo proximos a 5,5 mmol/l representam exerdie alta intensidade. Os valores de
lactato sanguineo com carga de 8% poderiam sea amaibres em animais sedentarios (por
exemplo, proximos a 10 mmol/l) (HECK, 2011). Asside,acordo com Ferreira et al. (2007),
nosso protocolo foi capaz de gerar uma adaptacéabiiea prevista pelo treinamento fisico
regular, como a melhora na taxa de degradacaoctigdaresultando em concentracdes nao
tdo elevada de lactato no sangue, mesmo com 8%rda. dNeste sentido, apés um teste de
esforco com 5% de carga por 15 minutos, camundorgos adaptacdes musculares
apresentam concentracfes de lactato proximas ari @/l enquanto sedentérios apresentam
6,3 mmol/l (LIN, 2015). Comparativamente, este dadgere uma adaptacao fisica atingida
nos grupos que treinaram com 8% de carga.

Cargas de 4% adicionadas a base da cauda dedataste o nado, promovem um
esforco fisico entre 65 e 70% do consumo maximoxigénio, sugerindo assim, essa carga
como a condicdo de exercicio fisico moderado (comcentracdo de lactato sanguinea
proximas a 4 mmol/l (KREGEL et al., 2006) e as aargcima desta, representam exercicios
préximos ao consumo maximo de oxigénio, ou sejamado limiar anaerébio, em humanos

e em roedores.
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Esses dados caracterizam o protocolo aqui propost® um experimento que reflete
adequadamente diferentes intensidades (moderad#emrsa) de treinamento fisico em
camundongos. Estes dados indicam ainda uma adapteg@bdlica ao treinamento regular
periodizado, pois mesmo em 8% de carga, a concéotrde lactato no sangue nao foi tdo
elevada, diferentemente do observado em animaen&gts em outros estudos (GOBATO
et al., 2001; FERREIRA et al., 2007). Em protocalestreinamento semelhantes ao nosso,
(ratos submetidos ao treinamento aerébio de nategd&ode 5,0 % do seu peso corporal,
1h/dia, 5X/semana, por oito semanas) apresentaonegatie lactato sanguineo semelhantes
apos o exercicio e geram adaptacées antioxidavitlEfRA JUNIOR, 2016). Em conjunto, as
evidéncias indicam que os animais deste estudoativeondicdes de gerar adaptacdes ao
treinamento fisico regular, e assim, mostrandoG@&h do protocolo de treinamento fisico
periodizado de natagcdo em camundongos proposto pagendo assim ser investigado o0s
efeitos da combinagdo com a inalacdo de #P

Sabe-se que 0 exercicio potencializa a formacaocadeais livres, sendo que a
intensidade de esfor¢co tem relagdo com os niveigiatearcadores de EO. No entanto, o
estresse agudo de cada sessdo de exercicio € sgregneente melhor aceitavel pelo
organismo treinado, sugerindo adaptacdes dos sistantioxidantes. Ha indicativos de que
guanto maior a carga do exercicio, maior € a maltorsistema antioxidante (SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004). O aumento nos niveis de lipopedado e da atividade das enzimas
antioxidantes em tecidos pode ser gerado por usefigdsolada de trabalho exaustivo, e
neste sentido, o proprio EO induzido decorrenteexiercicio pode disparar adaptacfes em
resposta ao treinamento que podem aumentar taratpa@idade de resisténcia aerdbia quanto
as defesas antioxidantes, limitando assim o damdut causado pelas EROs (SCHNEIDER,
2004).

Em um estudo realizado com ratos, durante 16 sesrgurtametidos ao protocolo de
exercicio fisico de natacdo, notou-se que os asirtrainados, quando comparados aos
sedentarios, apresentaram aumento na atividadexiatnte levando a reducdo de agentes
oxidantes e prevencao de EO tecidual no teciddamyd(SANTOS et al., 2014). Estes dados
séo indicativos de que o exercicio fisico realizadequadamente proporciona importantes
adaptacbes metabdlicas no organismo, contribuireda p prevencao, reducdo de danos
oxidativos causados por agentes externos. Poréas, &baptacdes podem depender, ainda do
grau de exaustdo e ndo diretamente da intensida@sfdrco fisico realizado (VINA et al.,
2000; HECK, 2007;).
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Por outro lado, em animais expostos ao MP urbanmaleeira aguda, ja é possivel
observar os efeitos oxidativos da inalacdo de pddse Em um estudo com ratos, divididos
em trés experimentos (exposi¢do de 6 horas, exdmdig 20 horas, ambos de forma continua
e exposicdo por 5 dias intermitentes, 4h por d@lizando 20h) os animais que estiveram
expostos durante 20h continuas tiveram um aumegtufisativo de lipoperoxidacdo no
tecido cardiaco e pulmonar (PEREIRA, 2007). O ss&reoxidativo faz parte das
consequéncias da ativacdo dos préprios mecanismatefesa celular, porém, capazes de
gerar efeitos agudos e/ou crénicos indesejaveisppaem representar prejuizos a saude
humana.

Muitos estudos tém sido realizados sobre as agaisaperidodicas do nivel de MP na
atmosfera, os quais auxiliam na compreensdo dditoefda poluicdo na salde humana.
Diferentes escalas de tempo de exposicdo a polugadiferentes concentracdes ja
demonstraram gerar respostas no organismo, comoesencdadeamento de doencas
cardiovasculares e pulmonares (POPE, 2013). A @&t dos poluentes acontece pela
cavidade nasal e oral, percorrendo todo o tratpiregério superior atingindo brénquios e
bronquiolos, alcancando os alvéolos. Dependendsedalidametro, o MP pode se depositar
nos alvéolos pulmonares e atingir a corrente saegUKUNZLI et al., HU, 2012). Os efeitos
oxidantes conhecidos pela inalagdo de 2MRGONZALES-FLECHA, 2004), sem a
compensacao das defesas SOD e CAT, o EO gerado gevde uma predisposicdo ao
surgimento de doencas cardiopulmonares (DELFIN&D. e2011).

Em nosso estudo, foi utilizado o W# também utilizado em estudos anteriores
(GONZALEZ FLECHA, 2004; XU et al., 2010). No estudealizado pelo nosso grupo, com
camundongos B6 com 21 dias de idade de (SALAMONI52, no qual os animais
receberam dieta hiperlipidica e foram expostosati@nte ao MPs durante 12 semanas, foi
possivel observar aumento de dano oxidativo pteialteracdes das defesas antioxidantes
enzimaticas do pulmao, observado pelo aumentoiddaate da SOD. Em outro estudo do
nosso grupo (GOTTEMS-FIORIN, 2014), a exposicaolatego prazo de M#s piorou a
resposta glicémica a sobrecarga de glicose em @nipraviamente tratados com dieta
hiperlipidica, e promoveu alteracdes relevanteparil oxidativo e na expressdo de HSP70
em tecidos relacionados ao metabolismo de nutder(fegado pancreas, musculo
gastrocnémio e adipocitos). Em ambos os trabalit@dos acima, ha indicativos de que cada

tecido tem sua resposta caracteristica diante dafideimposto pela exposicdo ao MP
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sendo que o coracédo pode ser um dos 6rgdos qseaargrande suscetibilidade a alteracbes
oxidantes (DAMIANI et al., 2012; SALAMONI, 2015; C3TA BEBER, 2015).

Sao poucos os estudos que investigam a combinag@xeatcicio e exposicdo ao
MP2s. Estudo realizado com ratos submetidos ao MP oridamante o exercicio agudo de
natacdo de 20 ou 60 minutos indicou que 0s aniguasestiveram expostos as particulas
ambientais urbanas durante 60 minutos apresentaraior lipoperoxidacdo no pulméao e
menor atividade da CAT (HECK et al., 2014). Em owgstudo agudo, a inalacdo de ROFA
previamente ao exercicio, levou ao aumento nodsnéee lipoperoxidagéo cardiopulmonar,
porém, sem resultar em alteracdes hemodinamicaamiosis (HECK et al., 2014b). Estes
dados indicam que a interacdo aguda entre MP eciekempode representar um risco
subclinico cardiopulmonar, levando ao questionamsobre os efeitos a longo prazo.

No estudo de Petry et al.,2011, o treinamentodisie 10 semanas aumentou a
atividade da enzima antioxidante CAT nos tecidogliaao e pulmonar de ratos. Esta
adaptacéo foi capaz de evitar o aumento nos nieeigoperoxidacdo pulmonar e o efeito
pro-coagulante causado pela exposicdo a partiqdas3 dias consecutivos. Contudo, a
inalacdo do ROFA foi subaguda, administrada nanalsemana de treinamento fisico por trés
dias consecutivos. Em nosso estudo os animais fergrastos ao M2 e submetidos ao
treinamento fisico em intensidade moderada e iatensnicamente durante 12 semanas, e
ndo apresentaram alteragdes na atividade das enamtiaxidantes CAT e SOD no tecido
cardiaco e pulmonar. Porém, foram mensurados nsaidveis de lipoperoxidacdo no coracao
Nnos grupos que se exercitaram e inalaram MP (MODRZWANT-MP, 5) quando comparado
com o grupo sedentario que inalou MPNo pulméo a lipoperoxidacao foi maior no grupo
INT-MP2,5 do que os demais grupos.

O tecido cardiaco parece ser mais suscetivel tgfexidativos quando comparado
com o tecido pulmonar, em experimentos cronicos btins (DAMIANI et al., 2012). Em
nosso trabalho o tecido cardiaco foi afetado pell¢do de MP em ambas as intensidades de
exercicio, enquanto que o pulmédo sO foi afetad@ fadfa intensidade de treinamento
concomitante a inalacdo de MP, corroborando conp@édse de que ha uma suscetibilidade
maior do coragdo a dano oxidativo causado pelag¢hial de MP. Além disso, o tecido
cardiaco parece ser muito afetado neste modelgpmtesiedo precoce (com 21 dias de idade)
ao MP (DAMACENO-RODRIGUES, 2009) e outros tecidosdgm ser afetados pela
exposicao cronica ao MP (ZANCHI et al., 2010, GOEMIS-FIORIN et al., 2016).

50



As diferencas observadas entre os estudos podamrektcionadas no minimo a 6
fatores: modelo animal escolhido (rato x camundpnijmo de poluente (ROFA vs MPp) e
temporalidade da exposicédo ao poluente (3 diag \sefhanas) e periodo do treinamento (10
semanas em animais adultos vs 12 semanas em anogaigpdés desmame), método de
treinamento (ndo periodizado vs periodizado) e teohp coleta de material biolégico para
analise apos ultimo desafio (imediatamente apésciex@MP.s vs 48 horas apos). Mas,
fundamentalmente, o efeito protetor do treinameotura o estresse oxidativo causado pelo
MP- s, observado no trabalho de Petry (2011), ndo foemofaglo neste estudo. Tendo em
vista que as adaptacdes antioxidantes do treinanfesito sdo mais evidentes quando as
analises sao realizadas ap6s um desafio, e queosso estudo os dados referentes ao estado
redox sao referentes a um estado de repouso amdetH] horas apés a Ultima sessdo de
treinamento e exposicdo ao MPos beneficios antioxidantes do exercicio que ppaaeser
mais evidentes se coletado amostras bioldgicas iata@dente apds a ultima sesséo de
treinamento, ndo sendo evidentes em condicfessb&saiconjunto, estes dados demonstram
que, cronicamente, a exposicdo ao-MHBurante o esforco pode representar risco a saude
cardiopulmonar.

As HSPs sao geralmente referidas como proteinastiesse celular, devido a alta
expressao proteica destas, verificada diante deguamale variedade de desafios fisiologicos
e ambientais. A resposta celular ao estresse, ssgmdo HSPs, é considerada uma estratégia
primitiva e importante na préopria evolucéo das eigs& FEMKE, 2010). Neste sentido, além
da expressdo de HSPs, a exportacdo de HSP70 pardbiente extracelular (eHSP70) é
considerado como um sinal de alerta do sistemaaotagito (DAVIES,2006). Portanto, ha
um crescente interesse em estudar as eHSPs como garie dos “Padrbes Moleculares
Associados a Dano Celular” (DAMPs, do termo origieen inglés Damage-Associated
Molecular Patterns (DAMPSs). Ou ainda, as eHSPs podem ser consideraoas causadoras
das respostas DAMPs, devido a seu carater pranaftario, chamada entdo de DAMPERS.
(WILLEM, 2012).

Neste trabalho, os niveis plasmaticos de eHSP73, foéam alterados pelo
treinamento moderado ou intenso. Até mesmo, foraservados valores absolutos menores
(INT = 0,76 ng/ml) que o grupo sedentario (CON 241ng/ml), uma diferenca de 39%,
porém nao significativa (P = 0,0826). Tendo as eHS&;0es pro-inflamatodrias, a reducéo
destes valores, acompanhado pela auséncia de daladivos neste grupo, sugerem um
efeito anti-inflamatério do treinamento fisico, mesque intenso (PETERSEN, 2005). Além

51



disso, o plasma dos animais foi coletado 48 hgpas a uUltima sessdo de treinamento para
evitar a interferéncia de uma resposta aguda daiei® Ou seja, o treinamento fisiper se,
independente da intensidade, ndo representou Wneg&d de alerta imunoldgico, capaz de
gerar um aumento crénico nos niveis de eHSP70¢teaizando estresse fisico elevado dos
animais (HECK et al, 2011).

Por outro lado, neste trabalho foi observada gosta celular ao estresse
caracteristica (aumento de eHSP72 no plasma pé8ang/ml) induzida pela inala¢éo crénica
e de baixas concentragbes de oMRem camundongos sedentarios (grupo:¥IP O
treinamento moderado combinado com a exposi¢cao Bgs Mao influenciou este efeito,
mantendo elevadas as concentracdes plasmaticasl@fe72 nos animais (MOD+MPR =
2,38 ng/ml) e portanto, mantendo a resposta aessstidiante da exposi¢ao cronica ae.MP
e apresentando elevados niveis de lipoperoxidagétiaca. Por outro lado, o treinamento
intenso combinado ao MP ndo apresentou esse aumento nas concentragfesSiRY 2H
(INT+MP25s = 1,01ng/ml). Este resultado pode ser interpretddoduas formas: a) O
treinamento intenso combinado com MHoi capaz de evitar uma resposta de estresse
caracteristica (aumento de eHSP72 pela inalac&®Rde) o que indicaria um efeito protetor
(n&o obtido pelo treinamento moderado) ou b) mareiento intenso combinado com MP
representa um excesso de desafio a homeostasgatosono, de modo que levou a faléncia
da resposta ao estresse, ndo aumentando os néveldP72, representando um risco ao
organismo.

No trabalho realizado com sistema de exposigadgtro, examinando o tempo de
exposicao (1, 3, 6, 9, e 24 h apds a exposicas)edeitos sobre células bronquiais expostas a
particulas, foi observado que os niveis de eHSRifieataram imediatamente apos a
exposicdo de particulas, e este efeito persistiw@das horas, relacionada a citotoxicidade
aumentada em 24h (HAWLEY, 2014). Este efeito jadioservado diante de exposicao ao
MP2 s in vivo porém de forma aguda e em altas concentragdeartieuas (BALDISSERA,
2014). No mesmo sentido, um estudo realizado corh ttdbalhadores, sendo 96 que
trabalhavam como frentistas (portanto expostos &) Kl 48 como caixas de posto de
gasolina, demonstra que os trabalhadores expogtram indicadores de estresse oxidativo
no plasma significativamente diferente em comparacdm o grupo controle sendo:
diminuicdo da atividade da SOD e da GPx e aumeatljpdperoxidacdo plasmatica. Além
disso, os niveis de eHSP70 plasmatico no grupostx§a,77+0,64 ng / ml) foi mais elevada
do que no grupo de controle (2,32+0,87 ng/ml), eegde os niveis de eHSP70 foram
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inversamente correlacionados com as atividade<Od® (= - 0,305) e GPx (r = - 0,302) no
grupo exposto (P<0,05) e diretamente proporcionai®,653) aos niveis de MDA no plasma
(P<0,05), sugerindo que o0s niveis plasmaticos deP&id podem ser utilizados como um
biomarcador sensivel para trabalhadores expogtotuantes (XIA, 2016). Este conjunto de
dados indicam que o treinamento intenso combinado MP> s representa um excesso de
desafio a homeostase do organismo, de modo que &efaléncia da resposta ao estresse, ndo
aumentando os niveis de eHSP72, representando sam aio organismo, expresso pelo
aumento do estresse oxidativo cardiopulmonar.

Por outro lado, a exposicao cronica aozMEbmbinado com outro fator de estresse
cronico (ingestdo de dieta hiperlipidica) ja dentans diminuir os niveis plasmaticos de
eHSP72 em camundongos de 1,0 ng/ml (Controles) p&ang/ml, acompanhados de
alteracdes no estado redox cardiopulmonar (SALAMOR2014). O treinamento fisico,
principalmente de alta intensidade, ja demonsterucapaz de diminuir a exportacdo de
eHSP72 em individuos com insuficiéncia cardiacdpsglaelacionados a uma resposta anti-
inflamatéria e de melhora clinica dos pacientesRI@IH, 2013). A intensidade do exercicio
€ uma condicdo que influencia na concentracdo &R e na expresséo tecidual de HSP70,
sendo que a resposta a um mesmo estimulo € espegxdifia cada tecido. Neste sentido, a alta
intensidade de esfor¢co pode apresentar efeito €sepr’ sobre a capacidade de adaptacéo
fisiologica (BITTENCOURT, 2012). Assim, o nivel desforco realizado pode ser a
justificativa para os niveis reduzidos de eHSP7€enkados nos grupos INT e INT+WME
Esses dados indicam que os niveis de eHSP72 mdasur® plasma de camundongos
exercitados intensamente podem nao representauatiagente o estresse (oxidativo) que
esta ocorrendo no sistema cardiopulmonar pelegvitdo sendo um biomarcador adequado
para este tipo de avaliacdo, fundamentalmente embioacédo com o exercicio fisico.

Em humanos, alguns estudos indicam ainda a podatd de diferenciacdo de
individuos quanto a niveis detectaveis e ndo deteist de eHSP72. Um estudo realizado com
homens sarcopénicos de idade entre 60 e 75 armees8dos a um programa de treinamento
de forca (musculacéo) durante 16 semanas, indiv@isrdetectaveis de eHSP72 em 47% dos
participantes antes do treinamento. Apds o treiméones niveis de eHSP72 diminuiram pela
metade e estes resultados foram associados ao tmudeemassa muscular. Ou seja, esses
dados indicam a diminuicdo de eHSP72 como um dbemefico. Nestes sujeitos os niveis de
marcadores inflamatorios classicos ndo foram abteao que sugere que as alteracbes nos

niveis de eHSP72 (diminuicdo) podem indicar ostafedo treinamento fisico sobre o
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aumento da massa muscular, mas néo diretamente sabos parametros (PERREAUT,
2015). Por outro lado, um estudo transversal qudicav 140 hipertensos (idade 61+11,1
anos) indica que a atividade das enzimas antioteda®OD e CAT foi maior e os niveis de
lipoperoxidacdo plasméticos foram menores em ldpeds ativos com eHSP72 plasmatica
detectavel e hipertensos inativos fisicamente e gs##SP72 detectavel tém maior
concentracdo seérica de triglicerideos, represeatandrisco cardiovascular. Esses resultados
indicam que os beneficios da atividade fisica estBawionados com a presenca de eHSP72
no plasma de hipertensos (MARTINS, 2015).

No conjunto de nossos dados, os quais apresentamnéu de lipoperoxidacéo
cardiopulmonar pela combinag&o entre exercicio esWRmento de eHSP72 em exposi¢ao
ao MPB:s5 a auséncia desse aumento de eHSP72 justamentepwam niveis elevados de
lipoperoxidacdo pode ser interpretado como um {aejoa resposta celular ao estresse. Esta
analise podera ser futuramente melhor elucidada gpelnalise da relacdo entre o conteudo
extracelular e intracelular de HSP70 (eHSP70/iH$P@E0is pode ser um indicativo mais
representativo para uso das HSP70 como biomarcadanesituacdes de exercicio (HECK,
2011) e MBs (GOETTEMS-FIORIN et al.,, 2016). Assim, o conjurde informacgdes da
literatura com 0s nossos dados, indica que a capéinde treinamento e Mfoferece risco
de estresse oxidativo cardiaco. Este efeito € prarsunciado na alta intensidade de esforco,
na qual o pulméo é também afetado. Sendo a eleviasiniveis de eHSP72 uma resposta
natural ao estresse diante da exposicdo aesMP auséncia desta resposta no grupo
INT+MP2s concomitante ao estresse oxidativo cardiopulmdndica uma faléncia da
resposta celular ao estresse e que 0s niveis de72Hsde nao refletir adequadamente o

estresse oxidativo cardiopulmonar nesta situacao.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que o treinamento de intensidadéerada ou alta, associado a
exposicdo ao ME, causou lipoperoxidagdo cardiaca. O treinamentaltde intensidade
associado a exposi¢cdo ao MRumento a lipoperoxidagcdo pulmonar e prejudicoesposta
celular ao estresse, demarcado pelo ndo aumentont@ntracdo da proteina eHSP72 no
plasma. Em conjunto, esses dados indicam que iaagi@b de treinamento fisico exposto ao
MP2 s oferece risco ao sistema cardiorrespiratorio e egse risco pode ser dependente da
intensidade de esforco, podendo nédo ser detegialad niveis de eHSP72 plasmaticos.

Este trabalho indica que pode haver uma intensidetiea de exercicio fisico para
realizacdo de esforgco em ambientes com qualidade idadequada.
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ANEXO | — Parecer CEUA

UNIVERSIDADE REGIONAL DO NOROESTE DO ESTADO DO RIQ GRANDE DO 5UL

L]

Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNIJUi
CEUA/UNIJUI

PARECER CONSUBSTANCIADO N° 011 /2013
Protocolo de Pesquisa n?. 009/2013 de 01/10/2013.

Projeto: “HSP70 COMO BIOMARCADOR DO “PONTO CRITICO” DA REALIZACAO DE
EXERCICIO FiSICO EXPOSTO A POLUICAD ATMOSFERICA NO DIABETES”

+

Finalidade: Pesquisa.
Duracdo: Inicio: 06/01/2014- Término: 30/12/2015,

Pesquisador Responsdvel: Prof. Thiago Gomes Heck

Equipe: Claudia Ramos Rhoden, , Paulo lve Homem de Bittencourt Mirna Stela Ludwig,
Bethdnia Salamoni, Pauline Brendler Goettems, Fernanda Giesel Baldissera, Maicon
Machado Sulzbacher, Analu Bender dos Santos, Eloisa Gabriela de Pelegrin Basso,
Renan Daniel Bueno Basso e Iberé Kostrycki Machado,

Area do conhecimento: Ciéncias da Salide

Cronograma de utilizacdo de Animais:
Data: 06 de Janeiro de 2014

Espécie: Mus musculus - B61295F2/) {B6)

Sexo: Machos

Quantidade: 96 animais

Periodo da Manuten¢do do(s} Animai(s): 24 semanas
Data: 04 de Agosto de 2014

Espécie: Mus musculus - B61295F2/) (B&)

Sexo: Machos

Quantidade: 96 animais

Periodo da Manutencdo do(s) Animai(s): 24 semanas

Avaliagdo do Protocolo de Pesquisa, segundo orientagBes da Lei N2 11.794 de
outubro de 2008.

Os pesquisadores apresentaram a Comissio de Etica no Uso de Animais UNLUI,
em f_q-!ﬂ]“?} o projeto de pesquisa gerado pelo SIE, de acordo com as exigéncias de
documentacio necesséria para submissio de projetos.
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A apresentagio da documentagio necessdria atendeu todas as recomendagdes
do parecer consubstanciado n2 010/2013 da CEUA/UNIIUI,

PARECER DO COMITE

Assim, mediante a importéncia social e cientifica que o projeto apresenta a sua
aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel &
realizagio do projeto classificando-o como APROVADO, pois 0 mesmo atende aos
Requisitos Fundamentals das Normas de Conduta para a Utilizacdo de Animals no
Ensino, Pesquisa e Extensdo da UNHUI, assim como as responsabilidades do pessoal
envolvido no uso de animais da Resolugdo Normativa N21 do CONCEA, de 09 de julho
de 2010, descreve no seu artigo 92 Aos pesquisadores, docentes e responsaveis
técnicos por atividades experimentais, pedagégicas ou de criagdo de animais competa:

| — assegurar o cumprimento das normas de criacio e uso ético de animais;

Il = submeter & CEUA proposta de atividade, especificando os protocolos a
serem adotados;

Ill — apresentar & CEUA, antes do inicic de qualquer atividade, as informacdes e
a respectiva documentagdio, na forma e conteido definidos nas Resolugbes
Mormativas do CONCEA;

IV — assegurar gue as atividades serdo iniciadas somente apods decisdc técnica
favordvel da CEUA e, quande for o caso, da autorizaciio do CONCEA;

V = solicitar a autorizacdo prévia 8 CEUA para efetuar gualguer mudanca nos
protocolos anteriormente aprovados;

VI — assegurar que as equipes técnicas e de apoio envolvidas nas atividades
com animais recebam treinamento apropriado e estejam cientes da responsabilidade
no trato dos mesmos;

VIl — notificar &4 CEUA as mudancgas na eguipe técnica;

Vill = comunicar & CEUA, imediatamente, todos os acidentes com animais,
relatando as agBes saneadoras porventura adotadas;

IX — estabelecer junto & instituicdo responsdvel mecanismos para a
disponibilidade e a manutencio dos equipamentos e da infra-estrutura de criagio e
utilizagdo de animais para ensinc e pesquisa cientifica;

X = fornecer a8 CEUA informacBes adicionais, quando solicitadas, e atender a
eventuais auditorias realizadas.

Solicita-se ao (a) pesquisador (a) o envio a esta CEUA, de relatdrios parciais
sempre guando houver alguma alteracdo no projeto, bem como o relatério final.

ljuf 20 de novembro de 2013.

/Nt o0 0 Il
Prof. Daniél'Curvello de”ﬁﬂen/donga. Miiller
Coordenador da CEUA/UNIJUI
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ANEXO II — Artigo a ser submetido e normas da revita
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Effects of exercise training combined with fine paticulate matter exposure on cardio pulmonary lipid

peroxidation and plasmatic eHSP72 levels in mice
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ABSTRACT
Exposure to fine particulate matter (P§lair pollution is a risk factor for lung and hediseases. Inhalation

of PM.s promotes oxidative stress and may induces systsiréss response observed by increased plasma

extracellular 72 kDa heat shock proteins (eHSP&2Is, with pro-inflammatory roles. In other haregular
exercise training can promotes antioxidant andiafiimmatory benefits. We argue whether the cormatiim

of exercise training and PM exposure would be related to modification in otilastress profile and stress
response, particularly in cardio pulmonary lipidgédation and eHSP72 levels. Male mice (n = 3R)days
old, were randomly divided in 6 treatments forvti€eks: Control (CON, n = 6), moderate intensityreise
training (MIT, n = 5, periodized swimming exercisaining, until 60min, 5x/wk, with additional 4% vght
workload), high intensity exercise training (HIT/5, periodized swimming exercise training, ugimin,
5x/wk, with additional 8% weight workload), exposeddaily nasotropic instillation of PM (PMzs, n = 6),
and combination of moderate or high intensity tiregrwith PMesexposure (MIT+PMsn=5 and HIT+PMs

n =5, respectively). Were evaluated: body weigliod lactate concentration, glycemic profile, heand lung
oxidative stress biomarkers and plasma eHSP72 ntatien. We found increased heart lipid peroxiofati
levels in both exercise plus BMgroups (MIT+PMs and HIT+PM.). HIT+PMsalso showed an increase in
lung lipid peroxidation levels. PMexposure promotes a ~2 fold increase in eHSP72sléu this effect was
not observed in HIT+Phsgroup. We conclude that exercise training and RMposure combination promotes

cardiopulmonary oxidative stress and avoid strespanse dependent on exercise intensity.

Keywords

Fine particulate matter, exercise, heat shock pretexidative stress
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INTRODUCTION

Inhalation of fine particulate matter (BM induces inflammation in the lungs, promoting
abnormalities of the epithelial barrier permeafijlimpaired respiratory function and induces theretton of
pro-inflammatory mediators, as well as lung tisslaenagé’. PM. s can directly translocate into the blood
stream and mediated by pulmonary inflammatory nesp@ffects autonomic nervous system cardiovascular
modulatiof*®. Also can deposit on vascular endothelium and ptem inflammation, corroborant
atherosclerotic and thrombus formation. Thus lund aeart are high susceptible target organs t@sPM
exposure effects, as showed by lung and cardiactim deterioratioh For these effects epidemiological
studies have related exposure of ZNb an increase in emergency room visit, morbiditgl mortality by
respiratory and cardiovascular diseases

Several reports have associatedBk induced oxidative stress to adverse effecthérrespiratory
system*343537 Also, PM s inhalation promotes cardiovascular injuries bedirmnd/or indirect actioh!-20.3¢
Into the bloodstream particles causing systemianmiation via oxidative stre$® and lung reflexes which
initiates alterations in autonomic nervous systieereasing heart oxidative streé§s® Pro-oxidant state of the
organism was related with increasing levels of pas72 kDa heat shock proteins (eHSP¥2f Under
stressful conditionse(g. environmental challenges), cells respond by sgitig and releasing eHSP72, which
in the extracellular space the eHSP72 activatesnfil@mmmatory pathways and is associated to oxigadiress
conditions®® and is correlated to cardiovascular complicatiamg severity of cardiac diseasés

Pulmonary damage elicited by particle inhalatioatigmented during exerci$&%-42 by increasing
the deposition in lung®%, Additionally, high intensity exercise can be asated to an increase in free radical
production and thus to transient oxidative strésselated to fatigué® and an “open window” for upper
respiratory symptoms of infections or lung injulyso, systemic oxidative stress and inflammatiatuiced by
the particles might have a negative impact on caedicular function and decrease physical performénc
Chronic exposure to outdoor traffic pollution haseb suggested to be associated with decreaseysicg@h
capacity and increases in risk of abnormal cardiovkr functionality during exercisé. In this way, we
recently observed that the intratracheal admirtistieof high amount of particles before a moderatensity
exercise session promotes oxidative stress in &magheart after a swimming exercise rat prof§éal Also

the eHSP72 release pattern was dependent on examngasity and can be related to fatigtie
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Since alterations in oxidative stress and eHSRr2mark the process of tissue and systemic injury,
we used these variables to investigate the efffotembination of regular exercise training andasipe to
PM;s. We hypothesized that exposure to RMffects differently sedentary and trained mice #mat the

difference can be observed by eHSP72 levels asarl@nof lung and heat oxidative stress.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male (n=32) 30 days old B6.129SF2/J mice (approtemgal8 g), from Animal Facility of Regional
University of the Northwestern Rio Grande do Sult&{UNIJUI) were kept in semi-metabolic cages,aind
controlled conditions of temperature (22 + 2 °GJ &ght-dark cycles (light from 7:00 a.m. to 7:00rp). The
animals received water and daat libitum. This protocol was approved by the Animal Ethiecarinittee of

UNIJUI (CEUA 011/13).

Experimental Design

The mice were randomly divided in 6 treatments farweeks: Control (CON, n = 6), moderate
intensity exercise training (MIT, n = 5, periodizedimming exercise training, until 60min, 5x/wk, thvi
additional 4% weight workload), high intensity esise training (HIT, n = 5, periodized swimming ediee
training, until 20min, 5x/wk, with additional 8% vwght workload), exposed to daily nasotropic inatitbn of
PM.s (PM25 n = 6), and combination of moderate or high isigrtraining with PM sexposure (MIT+PMs,
n=5 and HIT+PMsn = 5, respectively).

PM;s, MIT+PM. s and HIT+PM s groups received intranasal instillation of PNb ug/10uL) daily,
while Control, MIT and HIT groups received salinelusion, for 12 weeks. Experimental design that
characterizes the sub-chronic protocol is summarizetable 1. Sub-chronic exposure can be defiretha
repeated exposure by inhalation route for more &tadays up to 90 days, in typically used labosatatimal

species.

Characterization of Particulate Matter
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The pollutant used in the experiment was;B®Ebllected in polycarbonate filter through a gravirice
collector, on the terrace of the Faculty of Medigituniversity of Sdo Paulo (USP) in Sao Paulo, iBras
previously describeéf. The exposure site was located close to a mongasiation of the State of Sdo Paulo
Sanitation Agency. It is estimated that at lea$,000 vehicles circulate daily on the main andridtetreet
(~83% cars, ~10% diesel vehicles, ~6% motorcyclEsgre are no industries or significant biomasgcsiin
the surrounding area. Trace element determinatdérBM content were carried out by neutron activatio
analysis and their concentration were expressedjiper M of air, as follows: As, 12.91+0.53; Br, 8.88+0.39;
Cl, 8.88+0.39; Co, 1.14+0.04; Fe, 1.15+0.03; L&320.29; Mn, 27.5+2.2; Sh, 8.73+0.08; Sc, 0.1414)0
0.351+0.050. Likewise, PM sulfur concentration,edetined by X-ray fluorescence analysis, was 1.4208:0
um/ne. Briefly, after exposure (24 h), the filter wasn@ved and retained particles were obtained by atinit,
with ultrasound bath in seven sessions (50 min)eawcti resuspended in saline solution at a doseugi B)
uL. The process of nasotropic instillation was perfed once a day (at 1:00 and 2:00 p.m.), for 1Zke/@éth
an automatic pipette, with 10 pL of solution in thestril of the animal. This procedure induces apreglex

promoting the inhalation of the pollutait

Body weight, blood lactate and glucose levels

The biometric profile and blood glucose levels wifl@als were monitored before the randomization,
at the 4, 8" and 12 week. Body weight was checked with semi-analytszzlle. Blood glucose levels were
monitored after 12 hours of fasting measured byc@tueter Optium Xceed (Abbott) (~5 uL of blood) in a
puncture of the distal part of the tail of mice.eTiesults of glycemia were expressed in mg.dE blood.
Caudal venous lactate concentrations (~25 pL afd)levere determined after exercise in tHeaBd 9" week

by Lactate Analyzer (Accutrend®Plus System, Roclib results were expressed as mnial- L

Glucose Tolerance Test (GTT)

The glucose tolerance test was performed in tfewiek of intervention in all animals. Food was
withdrawn in the night before experiments (12 hobef. Glycaemia was measured as described above
immediately before and at 30 and 120 min after ggec(1 g/kg in saline solutionp.) administration. The

glycemic response during GTT was evaluated byAt#d method.
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Tissue Preparation

At the end of the 12 weeks of intervention, thémabs were euthanized. Heart and lungs were
dissected, weighed, freeze-clamped in liquid ngrognd stored for further homogenization. For tieyesis
of antioxidant activity enzymes superoxide dismet&0OD) and catalase (CAT) and lipid peroxidatmvrels.
A portion of the tissues was homogenized in potasghosphate buffer pH 7.4 containing proteasebitdi
PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl Fluoride, 1Q0M). Afterwards, the homogenates were centrifuget20 x
g for 10 min at room temperature and the superh#tactions were saved for protein determinationthosy

spectrophotometric method Bradford (1976f at 595 nm, using bovine serum albumin as stahda

Lipid peroxidation

Homogenates were precipitated with 10 % TCA, ckrged, and incubated with thiobarbituric acid
(1:1 V/V) (T5500-Sigma) for 15 minutes at 100°C. ABS were extracted using butanol (1:1 V/V). After
centrifugation, the absorbance of the butanol lay@s measured at 535nm. The amount of TBARS formed
was expressed in nanomoles of malondialdehyde p#ligram of protein (nmol MDA/mg prot).

Malondialdehyde standard was prepared from 1,18t@methoxypropane (Fluka, USK)

Determination of SOD and CAT Activity

SOD activity was performed by inhibition of autoidation of pyrogallofé. Briefly, in a cuvette, 970
pL of 50 mM Tris/ 1mM EDTA buffer (pH 8.2), 4L of catalase (CAT; 3@M) and 10uL of homogenate
were added and mixed. After, pyrogallol (24 mM i€IHO0 mM) was added and SOD activity determined at
25°C in spectrophotometer (420 nm) for 120 s. Resutre expressed in units of SOD.mg of protein

In a quartz cuvette, 10 of homogenate, 95pL of phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) were mixed,
and after, 35.L of hydrogen peroxide (0.01 M) was added and miXée decomposition of hydrogen peroxide
by CAT activity was determined at 25°C in spectmmtpmeter (240 nm) for 120 s. The results were esgae

in Units of CAT.mg proteif 1.

Plasma eHSP72 concentration
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A highly sensitive EIA method (EKS-715, Enzo Lifei€hces) was used to determine the amount of
eHSP72 protein in plasma as previously desctbétbsorbance was measured at 450 nm, and a staculaed
constructed from known dilutions of HSP72 recombinarotein to allow quantitative assessment of eF2SP

plasma concentration. Quantification was made uaingcroplate reader (Mindray MR-96A).

Statistical Analysis

Statistical analysis was developed using One-wayyais of variance (ANOVA). Post hoc multiple
comparisons among groups were performed with theys test. All statistical analyzes were performsihg
GraphPad Prism 6.0 for Windows. The level of siigaifice was set to P<0.0Besults were expressed as mean

+ standard deviation.

RESULTS

Animals were submitted to a periodized exercisénitig and was measured its blood lactate
concentration to confirm the exercise intensitytpecol. In the § week, when the animals reach 4% of workload
in all exercised groups, the blood lactate conetiotis were close to 4.0 mmol/l with no influencé$ M s
exposure (Figure 1A). Fron'sveek to ' the MIT e MIT+MP. sremained with 4% load and increased 10 min
per week of exercise until 60 min while HIT e HITPysincreased 1% per week of workload until 8%, both
in the 9" week. At this time, as expected the blood lactatecentration was different in MIT vs HIT groups
(Figure 1B). There were no effects of Pjxposure on lactate measurements.

The body weight (Table 2), fast glycaemia (Tabler®) glucose tolerance test response (Figure 2) of
animals were evaluated before the study and'p@2%and 13" week. There were no effects of exercise ,PM
or combination of exercise plus Bbbn these variables.

We investigated biomarkers of oxidative stressCAS and SOD activities and lipid peroxidation
levels on heart and lung as way to provide inforomabout exercise and B¥combination. There were no
differences in CAT and SOD activities in lung anelh tissues (Figure 3A-D). However, MIT+Rje
INT+PM_ s presented higher levels of heart lipid peroxidatievels (Figure 3E). Furthermore, MIT+BM
presented higher levels of heart lipid peroxidatievels than MIT group (Figure 3E). Lung extracfeam

HIT+PM. s group showed the lipid peroxidation levels higthem all other groups (Figure 3F).
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Plasmatic eHSP72 concentration (Figure 4), a medsurevaluate the heat stress response was not
modified in MIT or HIT groups compared to CON grotifpwever, 12 weeks of PMexposure promotes ~2

fold increase in eHSP72 levels in sedentary {Pdfoup). This effect was not observed in HIT+Rgroup.

DISCUSSION

This study was based in swimming exercise animalehpropose for mice. Swimming is a natural
behavior of rodents and when rats are submittesvitmming exercise many physiological, biochemicad a
molecular responses are able to be measured \ais @&xpensive and simple exercise appafatitowever,
swimming exercise model have some particularitiegettding on water temperature. Hot (42°C) and cold
(20°C) water may promotes hyperthermia and hypatfein rodents and many authors suggest that 302C i
good environment for swimmers Wistar rats and nfiioe review see ref?%). Was previously demonstrated
that exercise in 30°C water did not increase cargerature in rats. Then any heat shock respondéication
observed this research was exercise os £dépendent and did not represent a heat stresgisiticondition.

In another words the eHSP72 release modificaticars lme evaluated as treatments effect. The exercise
apparatus, (20cm deep) avoid the jump and divevi@hand allow an energy expend higher than 3 M&Td

also to avoid stress behavior (dive and freeze)attaptation period was included in the protgéolThese
characteristics are important to confirm the hypeth that treatments and not a stress conditiorulatedheat
shock response.

Blood lactate concentration is a classical intgnsiairker for exercise experiments, in humans and
animal modeld28 In this study the selected workloads was 4 and8bedy weight attached to the tail. The
workloads was increased progressively to promoetteband gradual cardiorespiratory adaptationdT M
groups (4% workload) showed blood lactate conctintralose to 4.0 mmol-Lafter 20 minutes of exercise
session and HIT groups higher then 5.5 mmal Similar protocol suggests that maximum lacta¢ady state
concentration is close to 5.5 mmof-bbserved in 6% workload rat§ and that 4.89-5.05% of workload
represents the load of metabolic transition, asdate. Continuous swimming with 4% attached tot#ilehe
effort may represents 65-70% of W@ax 24 Thus, 8% can represents higher intensity as 9D%COamax.
Summarizing, this study suggest the follow charrésties to the experimental groups: 4% = modenatenisity

and 8% = high intensity exercise training.
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The majority of experimental studies regarding aslweffects of PM are conducted with rats in rgstin
condition. Previous studies demonstrated that fieeteon pulmonary oxidative stress in particlepasure is
time dependent. Was observed higher levels of ppidxidation in lung tissue in rats exposed t@uonbarticles
for 20 continuous hours but, there was no effecdis exposed for 6 continuous hours or 20 hotesrinittently
34 Exposure to urban ambient particles during thenifutes of an exercise session results in no ricadién
in the lung lipid peroxidation or catalase enzyrovity when compared to 20 minutes of exercisélirated
air and 60 minutes of exercise exposed to urbaneanparticles showed higher levels of lipid pedation in
lungs than 20 minutes of exercise in cleanet.aMso, rats treated with ROFA presented an in@éadipid
peroxidation levels and a decrease in CAT actimityung tissu€. In heart, the same study showed an increase
in lipid peroxidation levels without modificatiomaatalase activity. This data represented thesaaffects of
combination of PMsand exercise can results in no alteration in aidams enzymes but increases lipid
peroxidation in heart and lungs, even the tissuesewollected 48 hours after the last exercise Rith s
exposure session.

Historically, studies about the effects of exeraaéeat shock protein expression have been dedicat
to HSP72 analysis in cardiac or skeletal musclerafixhaustive animal protocof8?83! Have been
demonstrated that 30 minutes after exercise threraraincrease in mMRNA expression of muscle indeddrm
of HSP72. Similar response may be observed in hapzard are related to glycogen depletion and theckau
heating. This acute heat shock response (intrdaelSP72 content) remained increased 24 hounsdatee
exercise session, in according to exercise #&ad

High intensity exercise induced an increase in ek2SBlease by lymphocytes and monocdytesince
eHSP72 had been found in the circulation, reseeschave commenced to study the correlation between
eHSP72 blood levels and the prognosis in patierffsring from several diseases, usually relateoxidative
stress. While healthy people usually have low pkasevels of eHSP72, the association of increaseddbl
concentrations of such proteins with illness arsddse progression has been hypothesized, inclotiogic
exposure to the air pollutart Contrarily, longevity and health have been atitéfol to low levels of plasma
eHSP72%. In this way, oxidative stress, inflammation, éavdscular disorders and pulmonary fibrosis have

been directly correlated with eHSP72 concentratiathe bloodstrear¥. These studies suggest that elevation
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of eHSP72 levels could be an important immunoinftatory response against physiological disorders as
observed in our study in PMgroup, but not in HIT+Ps group.

Since HSP72 exist in the extracellular space, nutdednteractions with cell surface receptors may
occur and signaling pathways could be triggeremiamy cell types, whereas there are a variety @ptecs to
HSP70 binding, amplifying the possible targetdiese extracellular molecules. Physiologically Heelissues
are supposed to always respond to stress condhippeesenting a strong and convincing heat shegfianse
which involves the expression of intracellularlyayrotective HSP72°%° Contrarily, a defective heat shock
response, as observed in chronic inflammationedlaiseasé% Therefore, the absence of a good eHSP72
response, as inferred from high sensitivity ELISAikk HIT+PMa, s group is an indicative that the 12 weeks of
combination of stressful exercise and 2Mlunts the danger response of organism. In otloedsy the release
of eHSP72 as essential response to environmentabsteems to be preserved in both Rnd MIT+PM s
groups, which suggest that cardiorespiratory system that groups are more able than HIT+RMroup to

arm an efficient response, thus avoiding oxidasivess as observed in our data.

Conclusion

Our data support the hypothesis that exercisingllagly exposed to fine particulate air pollution yna
predispose cardiorespiratory system to oxidativesstand this effect was exercise intensity dependéso

we conclude that combination of exercise trainimgl &M s exposure blunts heat shock stress response
dependent on exercise intensity. Our data indictitas may have a critical intensity to exercisinyder

inadequately air pollution.
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Table 1. Experimental protocol of swimming exerciséraining combined with fine particulate matter exposure

Experimental
groups

. N . . Fine Particulate Matter
Periodized swimming exercise training protocols (PM2.5) exposition protocol

CON

MIT

HIT

PM2s

MIT+ PM 55

HIT+ PM 25

Mice received 1QuL of NaCl
Mice maintained sedentary: 20min in 30°C shallovtew§2 cm), 5x/week, 12 weeks. 0.9% by intranasal instillation
daily (7x/week) for 12 weeks

Mice submitted to moderate intensity swimming ti@gnin 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weekidlice received 1QuL of NaCl
Protocol started with 20 min of exercise. In thiéofwing weeks the workload increased by additiomeight 0.9% by intranasal instillation
attached in mice:"2week increased to 1% , iff' 8veek increased to 2%, iff' 4veek to 3% and 5th reachedlaily (7x/week) for 12 weeks
4%. In the following weeks the session duratioméased 10min/week up to 60 min with 4% reachetlen t

9™ week. This workload and duration remained unattentil 12" week.

Mice submitted to high intensity swimming trainiiiyg 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weekblice received 1QiL of NaCl
Protocol started with 20 min of exercise. In thiéofwing weeks the workload increased by additiomeight 0.9% by intranasal instillation
attached in mice:"2week increased to 1% , iff' 8veek increased to 2%, iff' 4veek to 3% and 5th reachedlaily (7x/week) for 12 weeks
4%. In the following weeks the workload increaséd/lieek up to 20 min of exercise with 8% weight

workload reached in thé"@veek. This workload and duration remained unattenatil 12" week.

Mice received intranasal
instillation of PMs (5 ug of

Mice maintained sedentary: 20min in 30°C shallowen&2 cm), 5x/week, 12 weeks. PM.s suspended in 1@L of
NaCl 0.9%) daily (7x/week)
for 12 weeks

Mice submitted to moderate intensity swimming tignin 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weekiglice  received intranasal
Protocol started with 20 min of exercise. In thiéofeing weeks the workload increased by additiomeight instillation of PMs (5 ug of
attached in mice:"2week increased to 1% , iff' 3veek increased to 2%, iff' 4veek to 3% and 5th reachedPM, 5 suspended in 1QL of
4%. In the following weeks the session duratioméased 10min/week up to 60 min with 4% reachetléen tNaCl 0.9%) daily (7x/week)
9™ week. This workload and duration remained unattentil 12" week. for 12 weeks

Mice submitted to high intensity swimming trainig 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weekblice received intranasal
Protocol started with 20 min of exercise. In thiéofwing weeks the workload increased by additiomeight instillation of PMs (5 ug of
attached in mice:" week increased to 1% , ifff Sveek increased to 2%, iff' 4veek to 3% and 5th reached®M; s suspended in 1QL of
4%. In the following weeks the workload increas@d/reek up to 20 min of exercise with 8% weightlaCl 0.9%) daily (7x/week)
workload reached in thé"@veek. This workload and duration remained unattenatil 12" week. for 12 weeks

12



Table 2. Body weight of mice submitted to 12 weelexercise training combined with PM s exposure

MIT HIT ANOVA
CON MIT HIT PM 25 +PM>s +PM2s (P Value)

Before 19.0+3.0 18.0+18 190+17 185+31 1783 195+22 0.825

th
WA(;ek 246+22 235+27 249+05 249+21 2343 222+40 0.410

th
WE(;-Jek 27318 247+25 253+09 28.1%27 273& 252+39 0.874

h
va-gek 28.0+3.6 26.7+22 267+25 287%28 27.B+2 26.0+3.3 0.772

Body weight (g) expressed in mean + standard dewviatCON = Received 10 saline daily, mantained
sedentaryMIT = Trained at moderate intensitylT = Trained at high intensitiPM,s= Received pg of
PM; s, mantained sedentaryIT+PM ,5= Trained at moderate intensity receivinggof PM.s HIT+PM ;5
= Trained at high intensity receiving® of PMs.(n =5 - 6per group). One way Anova.

Table 3. Fast glycaemia of mice submitted to 12 wiegexercise training combined with PM s exposure

CON MIT HIT MP 25 MIT HIT ANOVA

+PM2s  +PM3s (P Value)
1203+ 1236+ 1272+ 1160+ 1048+ 1192+ 0.845

Before

6.4 23.0 26.2 22.4 37.9 27.4

4h 1125+ 962+ 856+ 1048+ 104.0+ 992+ 0.330
week 19.5 23.9 13.7 23.0 14.8 16.6

gh 1025+ 934+ 96.0 + 948+ 962+ 109.4+ 0.652
week 14.7 14.7 19.6 15.2 15.1 22.0

12t 915+ 740+ 807 % 80.1+ 772+ 816+  0.460
week 21.3 10.9 17.0 8.8 15.6 4.0

Fast glycaemia (mg/dl) expressed in mean * standizrihtion. CON = Received 10l saline daily, mantained
sedentaryMIT = Trained at moderate intensitylT = Trained at high intensitiPM,s= Received pg of
PM; s mantained sedentaryIT+PM ,5= Trained at moderate intensity receivinggof PM.s HIT+PM ;5
= Trained at high intensity receiving® of PMs.(n =5 - 6per group). One way Anova.
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Figure 1. Effects of exercise training combined wit fine particulate matter exposure on blood lactate
levels. Blood lactate levels (mmmol/L) expressed in meagtahdard deviation. MIT = Trained at moderate
intensity. HIT = Trained at high intensity. MIT+RNE= Trained at moderate intensity receivinggof PMs.
HIT+PMzs = Trained at high intensity receiving@of PM.s.(n =5 - 6per group). *vs MIT and MIT+PMs

(P =0.039) One way Anova and Tukey post hoc test.
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Figure 2. Effect of 12 weeks exercise training combined witRM; s exposure on Glucose Tolerance Test
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Figure 3. Effect of 12 weeks exercise training conmed with PM2s exposure on oxidative stress profile
in mice. Data expressed in mean + standard deviation. Sxigler Dismutase activity in Heart (A) and Lung
(B). Catalase activity in heart (C) and Lung (Dipild peroxidation levels in heart (E) and lung (EON =
Received 1(il saline daily, mantained sedentary. MIT = Traim¢dnoderate intensity. HIT = Trained at high
intensity PMs= Received pg of PM s mantained sedentary. MIT+RN= Trained at moderate intensity
receiving g of PMbs HIT+PM2s = Trained at high intensity receivinggof PMs.(n = 4 - 6p€Er group).
**ys CON, MIT and PMs groups (P = 0.001). *vs All groups ( P = 0.014)eQmay Anova and Tukey post
hoc test.
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Research involving human participants and/or animad

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human particfpaauthors should include a statement that titbest have
been approved by the appropriate institutional @ndational research ethics committee and have been
performed in accordance with the ethical standasdi&id down in the 1964 Declaration of Helsinkd ats
later amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conduicteatcordance with the 1964 Helsinki Declaration or
comparable standards, the authors must explainrgasons for their approach, and demonstrate tkat th
independent ethics committee or institutional reM@ard explicitly approved the doubtful aspectefstudy.
The following statements should be included intthe before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving hamparticipants were in accordance with
the ethical standards of the institutional and/atiamal research committee and with the 1964 Hiilsin
declaration and its later amendments or compasrghleal standards.”

For retrospective studies, please add the followemgence:

“For this type of study formal consent is not reqdi”

2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must $igeted. When reporting experiments on animalsoasit
should indicate whether the international, natipaadl/or institutional guidelines for the care asd of animals
have been followed, and that the studies have bBpproved by a research ethics committee at thitutish

or practice at which the studies were conductede(e/such a committee exists).

For studies with animals, the following statemérdidd be included in the text before the Refereseesion:
Ethical approval: “All applicable international, national, and/ostitutional guidelines for the care and use of
animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): ‘@ibcedures performed in studies involving animase in
accordance with the ethical standards of the in&i or practice at which the studies were conetiitt

If articles do not contain studies with human ggpants or animals by any of the authors, pleasetsene of
the following statements:

“This article does not contain any studies with lanrparticipants performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies withnaels performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with laarparticipants or animals performed by any ofahiors.”
Informed consent

All individuals have individual rights that are nt be infringed. Individual participants in stuslieave, for
example, the right to decide what happens to thenfifiable) personal data gathered, to what treelhsaid
during a study or an interview, as well as to ahgtpgraph that was taken. Hence it is important &tia
participants gave their informed consent in writprgr to inclusion in the study. Identifying ddsa{names,
dates of birth, identity numbers and other infoliorgt of the participants that were studied shoubd me
published in written descriptions, photographs, gedetic profiles unless the information is esseritr
scientific purposes and the participant (or pamnguardian if the participant is incapable) gawvetten
informed consent for publication. Complete anonynit difficult to achieve in some cases, and infedm
consent should be obtained if there is any doubt. é&xample, masking the eye region in photograghs o
participants is inadequate protection of anonymifyidentifying characteristics are altered to pit
anonymity, such as in genetic profiles, authoraikhprovide assurance that alterations do not distwentific
meaning.

The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individpalticipants included in the study.”

If identifying information about participants is alable in the article, the following statement slibbe
included:

“Additional informed consent was obtained fromiatlividual participants for whom identifying infowtion

is included in this article.”

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receiviini to the special Author Query Application at Bger’s
web page where you can sign the Copyright Trar&@ement online and indicate whether you wistrdeio
OpenChoice, offprints, or printing of figures inl@o

Once the Author Query Application has been comgleteur article will be processed and you will igeghe
proofs.
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Open Choice
In addition to the normal publication process (vetiigran article is submitted to the journal and ssde that
article is granted to customers who have purchasedscription), Springer provides an alternativielishing
option: Springer Open Choice. A Springer Open Ghaiticle receives all the benefits of a regulaisstiption-
based article, but in addition is made availablebliply through Creative Commons Attribution-
NonCommercial 4.0 International License.

»  Springer Open Choice
Copyright transfer
Authors will be asked to transfer copyright of #icle to the Publisher (or grant the Publishesrl@sive
publication and dissemination rights). This willsere the widest possible protection and dissenainati
information under copyright laws.
Open Choice articles do not require transfer of/dght as the copyright remains with the authomjting for
open access, the author(s) agree to publish tiseearhder the Creative Commons Attribution License

» Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 tntgional License
Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding autho
Color illustrations
Online publication of color illustrations is freéaharge. For color in the print version, authoil lne expected
to make a contribution towards the extra costs.
Proof reading
The purpose of the proof is to check for typesgtinconversion errors and the completeness andamcof
the text, tables and figures. Substantial changesontent, e.g., new results, corrected valuelg &hd
authorship, are not allowed without the approvahef Editor.
After online publication, further changes can dmgymade in the form of an Erratum, which will b@éslinked
to the article.
Online First
The article will be published online after receiftthe corrected proofs. This is the official figgtblication
citable with the DOI. After release of the printedsion, the paper can also be cited by issue agd pumbers.
Open Choice
In addition to the normal publication process (vefiiyran article is submitted to the journal and ssde that
article is granted to customers who have purchasedscription), Springer provides an alternativielishing
option: Springer Open Choice. A Springer Open Ghaiticle receives all the benefits of a reguldisstiption-
based article, but in addition is made availableliply through Springer’s online platform Springémk.
Copyright and license term — CC BY
Open Choice articles do not require transfer ofydgpt as the copyright remains with the authompting for
open access, the author(s) agree to publish tiveearhder the Creative Commons Attribution License
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