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RESUMO 

 
 
A exposição ao poluente atmosférico material particulado fino (MP2,5), é um risco para a saúde e um 
problema global cada vez mais grave. É amplamente divulgada a necessidade da prática regular de 
exercícios físicos. A exposição ao MP2,5 está relacionado ao aumento de estresse oxidativo 
cardiopulmonar e elevação dos níveis plasmáticos de proteínas de choque térmico de 72kDa 
(eHSP72), enquanto que, o treinamento físico está associado com a melhora nas defesas antioxidantes 
e não se conhece os efeitos sobre as eHSP72. Sabe-se que a realização de uma sessão de exercício 
físico exposto ao MP2.5 está associada com o aumento de lipoperoxidação cardiopulmonar. No entanto, 
as alterações nos parâmetros de estresse oxidativo cardiopulmonar e plasmáticos de eHSP72, em 
resposta ao treinamento regular exposto ao MP2.5 não são conhecidas, e podem ser dependentes da 
intensidade do esforço. Nesse sentido, este estudo investiga o efeito do treinamento físico de diferentes 
intensidades em camundongos expostos cronicamente ao MP2.5 quanto ao estresse oxidativo 
cardiopulmonar e níveis de eHSP72. Metodologia: Foram utilizados 32 camundongos machos, com 
30 dias de idade, que foram divididos nos grupos experimentais por 12 semanas: Controle (CON), 
treinamento moderado (MOD, até 60 min, 4% de carga, 5x/sem), treinamento intenso (INT até 20 min, 
8% de carga, 5x/sem), exposto ao MP2,5 (5µg de MP2,5 em suspensão, via intranasal, 7x/sem), 
treinamento moderado exposto ao MP2,5  (MOD+MP2,5) e treinamento intenso exposto ao MP2,5 
(INT+MP2,5). O treinamento foi de natação. Resultados: Não houve alterações no peso dos animais, 
na glicemia de jejum e na resposta ao teste de tolerância a glicose (GTT). Os grupos MOD e 
MOD+MP2,5 atingiram concentrações de lactato sanguíneo próximas a 4 mmol/l  os grupos INT e 
INT+MP2,5 valores maiores que 5,5 mmol/l. Nos grupos MOD+MP2,5 e INT+MP2,5 foram mensurados 
maiores níveis de dano oxidativo lipídico cardíaco quando comparado com MP2.5 (P<0,05) e o grupo 
MOD+MP2,5 maiores níveis do que o grupo MOD (P<0,05). O grupo INT+MP2,5 apresentou níveis de 
dano oxidativo lipídico pulmonar maior do que todos os demais grupos (P<0,05). No tecido pulmonar 
e cardíaco, não foram observadas alterações na atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD. Os 
níveis plasmáticos de eHSP72 não foram alterados pelo treinamento MOD ou INT em relação ao 
CON. A exposição crônica ao MP2.5 nos animais sedentários elevou os níveis plasmáticos de eHSP72 
de 1,24 ng/ml (CON) para 2,78 ng/ml (MP2,5), mas não nos treinados. Conclusão: A interação crônica 
entre exercício e inalação de MP2.5 causa estresse oxidativo cardiopulmonar, mas não modifica os 
níveis plasmáticos de eHSP72. 
 
Palavras-chave: Proteínas de choque térmico, Poluição atmosférica, Coração, Pulmão, Exercício. 
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INTRODUÇÃO 

 
Os níveis elevados de poluição atmosférica nos dias atuais atingem um dos requisitos 

básicos para a saúde e o bem-estar dos seres humanos, como respirar ar de qualidade. Por 

outro lado, a realização de exercício físico é recomendada para a promoção e manutenção da 

saúde. Sendo assim, a associação dos efeitos da prática regular de exercício físico 

concomitante a exposição à poluição atmosférica parece ser um desafio ao organismo 

humano, sobretudo ao sistema cardiopulmonar. 

Em todo o mundo, a exposição aos diferentes tipos de poluentes atmosféricos, 

especialmente o poluente material particulado fino (MP2.5), é um perigo para a saúde e um 

problema global cada vez mais grave. Isso se deve aos efeitos tóxicos, a diversidade de 

poluentes existentes e o grande número de pessoas expostas a esses riscos. Além de prejudicar 

a saúde da população e a qualidade de vida, a poluição atmosférica também resulta em altos 

custos para os governos. O aumento do número de atendimentos em saúde, internações 

hospitalares e uso de medicamentos são exemplos de despesas que poderiam ser evitadas com 

a melhoria da qualidade do ar (BRASIL, 2014). 

Neste cenário, é amplamente divulgada a necessidade das pessoas adotarem um estilo 

de vida saudável. Entre outros fatores, um bom estilo de vida está relacionado com a inclusão 

da prática regular de atividade física e de exercício físico. Este estudo tem o intuito de ser 

utilizado como instrumento de avaliação dos riscos/benefícios da prática de exercícios físicos 

regulares (treinamento) em animais expostos ao MP2,5, considerando a intensidade do 

exercício. Assim, a proposta deste estudo é colaborar na geração de conhecimento para 

compreensão da relação entre o equilíbrio metabólico e estado redox do organismo em 

resposta ao treinamento físico exposto à poluição atmosférica.  

Dessa maneira, o organismo apresenta capacidades de responder a diferentes desafios 

fisiológicos quando submetidos às mudanças impostas pelo ambiente ou mesmo do próprio 

metabolismo que se faz necessário para a sobrevivência do mesmo. Quanto maior a 

intensidade do desafio imposto à homeostase, maior é a complexidade dos mecanismos 

desencadeados para reconstruir a homeostase. Por outro lado, temos que, alterações 

moderadas podem moldar as capacidades fisiológicas por meio de adaptações internas. Assim 

é perceptível que desafios realizados ao organismo geram estresse oxidativo e aumento 

expressão de eHSPs), que dependendo da intensidade pode causar efeitos danosos na saúde. 

Neste sentido, salientam-se os efeitos da realização de exercício físico desafiando o 
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organismo durante o esforço físico, mas, promovendo adaptações que podem ser benéficas 

diante de outras adversidades como no ambiente externo, a poluição atmosférica. 

Convém salientar que, alterações em parâmetros de estresse oxidativo (pró e 

antioxidantes) ocorrem em situações de desafio ao organismo nas duas dimensões em estudo 

(exercício físico e exposição à poluição atmosférica). Assim, o efeito do exercício físico sobre 

a regulação metabólica e sobre o balanço das atividades pró e antioxidantes dos diferentes 

órgãos e sistemas, requer um estudo que indique com precisão o “ponto crítico” na prescrição 

de exercício, principalmente quanto à intensidade do esforço. Dessa forma, o “ponto crítico” 

poderia ser determinado através de parâmetros de estresse oxidativo, que normalmente são 

influenciados por condições inadequadas, como a exposição a níveis elevados de poluentes 

atmosféricos durante o esforço. 

No entanto, as alterações nos parâmetros de estresse oxidativo cardiopulmonar em 

resposta ao esforço físico exposto ao MP2,5 podem ser dependentes da intensidade do esforço. 

Assim como os níveis plasmáticos da expressão da proteína eHSP72 foram mensurados para 

indicar o equilíbrio entre a exposição à poluição atmosférica e o exercício físico, com o 

intuito de estabelecer indicativos sobre a intensidade do esforço físico no momento da 

prescrição de exercícios físicos desde a infância até a vida adulta.  
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Poluição atmosférica  

 

A poluição atmosférica, ao longo dos últimos 250 anos, faz-se presente nos mais 

diferentes cenários desde a revolução industrial. Esta emissão de poluentes deixou de se 

restringir ao uso doméstico de combustíveis vegetais e minerais. Atualmente, 

aproximadamente 50% da população do planeta vive em cidades e aglomerados urbanos e 

está progressivamente exposta a níveis elevados de poluentes atmosféricos, gerados pela 

própria ação do homem (ARBEX et al., 2004). 

Entende-se por poluição atmosférica a presença de substâncias estranhas na atmosfera 

como gases ou suspensão de partículas sólidas e líquidas, que apresentam concentrações 

suficientes para interferir direta ou indiretamente na saúde e bem estar dos seres humanos. 

Tais poluentes podem provocar uma redução na visibilidade, da intensidade luminosa, 

provocar odores desagradáveis e/ou gerar alterações na temperatura ambiente (CANÇADO, 

2006, p. 32). 

As fontes poluidoras da atmosfera são classificadas em fontes naturais ou biogênicas e 

fontes antropogênicas. Dentre as fontes naturais se encontram vulcões, decomposição de 

matéria orgânica e vegetações que liberam grandes quantidades de poeira e pólen na 

atmosfera (EPA, 2010). O desenvolvimento técnico-científico levou a criação de fontes 

antropogênicas como aquelas derivadas das indústrias, do transporte motorizado e do uso de 

agrotóxicos. Estas fontes podem também ser classificadas como fixas (estacionárias) ou 

móveis, sendo as primeiras, aquelas que ocupam uma área relativamente limitada como 

instalações industriais e habitacionais, e as segundas, representadas pelos meios de transporte 

(EPA, 2010). Além disso, de acordo com o ambiente em que os poluentes se encontram, a 

poluição pode ser classificada como indoor (poluição interna ou doméstica) ou outdoor 

(poluição externa, industrial ou fora de casa) que representa na maioria das vezes, uma 

situação na qual a área poluída não é a mesma em que a poluição foi gerada (HU, 2012). 

No mundo, 3,7 milhões de mortes são atribuídas à poluição atmosférica ambiental 

enquanto 4,3 milhões são atribuídas a fontes caseiras de poluentes atmosféricos. 

Aproximadamente, 200 milhões de pessoas morreram no mundo nos últimos 10 anos por 

doenças cardiovasculares derivadas da exposição à poluição atmosférica decorrente do uso de 

combustíveis sólidos, tais como madeira, resíduos oriundos das atividades agrícolas e carvão. 
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A produção de energia para diversas tarefas de uso doméstico, como cozinhar e 

aquecer casas com combustíveis sólidos como biomassa (lenha, esterco, palha e outros 

resíduos vegetais) ou carvão, produz altos níveis de fumaça que contêm poluentes que 

prejudicam a saúde, principalmente em países considerados de baixa a média condição de 

renda (OMS, 2012). 

Produtos emitidos diretamente das fontes poluidoras são chamados de poluentes 

primários, como o material particulado (MP), dióxido de enxofre (SO2), dióxido de nitrogênio 

(NO2) e monóxido de carbono (CO). Já os resultantes de transformação sofridas pelos 

poluentes primários são poluentes secundários, como é o caso do Ozônio (O3). O MP é o que 

tem recebido maior atenção no campo científico, tanto em pesquisas epidemiológicas quanto 

experimentais, porque apresenta em sua composição um conjunto de poluentes formados a 

partir de processos de combustão, mais comum nos centros urbanos, com alto potencial tóxico 

à saúde humana (BRASIL, 2015). 

O tamanho do MP está diretamente associado ao seu potencial de causar danos à 

saúde, sendo que, quanto menor a partícula, maiores são os efeitos produzidos (XU et al., 

2010). O MP pode ser classificado em Partículas Totais em Suspensão (PTS), que são aquelas 

cujo diâmetro é menor que 50 µm, e em Partículas Inaláveis, cujo diâmetro é menor que 10 

µm. Estas são classificadas em partículas grossas – MP10 (2,5 a 10 µm), partículas finas – 

MP2,5 (<2,5 µm) ou ultrafinas –MP0,1 (<0,1 µm) (BRASIL, 2015). Nos poluentes MP10 e nas 

PTS, as fontes antropogênicas são a poeira de ruas e estradas, atividades agrícolas e de 

construção. Como fontes naturais, cita-se o pólen, fungos e cinzas vulcânicas. Os poluentes 

MP2,5 e MP0,1, são geralmente oriundos das fontes da queima de combustíveis fósseis, de 

biomassa e usinas termoelétricas. Para uma melhor visualização segue abaixo uma figura 

representativa referente ao tamanho das partículas: 
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Figura 1. Representação da classificação do material particulado de acordo com o tamanho 
aerodinâmico 

 
Adaptado de Donaldson et al, 2001 

 

  

 

Desde 1997, a Universidade de Provo nos Estados Unidos tem realizado avaliações 

periódicas do nível de MP na atmosfera que auxiliaram na compreensão dos efeitos da 

poluição atmosférica na saúde humana, verificando como as várias escalas de tempo de 

exposição à poluição e suas diferentes concentrações podem gerar respostas no organismo, 

como o desencadeamento de doenças cardiovasculares e pulmonares (POPE, 2013). O padrão 

americano de qualidade do ar para concentrações de MP10 ficou mais rigoroso no ano de 

2005, passando o limite máximo permitido para um período de 24 horas de 150 µg/m3 para 50 

µg/m3 em média, e para o período de um ano de 50 µg/m3 para 20 µg/m3, em média. Se 

considerado o MP2,5, o padrão estabelecido para concentrações deste passou de 65 µg/m3 para 

25 µg/m3 , durante o período de 24 horas, e de 15 µg/m3 para 10 µg/m3, durante o período de 

um ano (OMS, 2005). 

No Brasil, os padrões de qualidade do ar foram estabelecidos pela Resolução do 

CONAMA nº 03/90, sendo classificados em padrões primários e secundários descritos 

conforme abaixo e detalhados na tabela 1: 

 

“São padrões primários de qualidade do ar as concentrações de poluentes 
que, ultrapassadas, poderão afetar a saúde da população. Podem ser entendidos como 
níveis máximos toleráveis de concentração de poluentes atmosféricos, constituindo-se 
em metas de curto e médio prazo. São padrões secundários de qualidade do ar as 
concentrações de poluentes atmosféricos abaixo das quais se prevê o mínimo efeito 
adverso sobre o bem estar da população, assim como o mínimo dano à fauna e a flora, 
aos materiais e ao meio ambiente em geral. Podem ser entendidos como níveis 
desejados de concentração de poluentes, constituindo-se em meta de longo prazo.” 
(BRASIL, 2015). 
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Tabela 1. Padrões nacionais de qualidade do ar quanto ao material particulado 
Poluente 

 

Tempo de 

Amostragem 

Padrão Primário 

(µg/m³) 

Secundário 

(µg/m³) 

Partículas totais em 

suspensão 

24 horas 240 150 

MGA 80 60 

Partículas inaláveis 24 horas 150 150 

MGA 50 50 

Adaptada da Resolução Conama no 3, de 28/06/1990. MGA. Média Geométrica Anual  

  

Dados atuais da Organização Mundial da Saúde (OMS) referentes a quase 1600 

cidades, de 91 países, coletados de estações de monitoramento urbanos, residenciais, 

comerciais e em áreas mistas indicam que a média de exposição ao MP10 no mundo é de 71 

µg/m3 (variando de 26 a 208 µg/m3), sendo que a média nos países latino-americanos é de 51 

µg/m3. No Brasil, a média de 56 estações, representando 40 cidades registrou uma média 

anual de MP10 de 41 µg/m3e de MP2,5 de 22 µg/m3 (OMS, 2014). 

Nesse sentido, enfatiza-se a importância da realização de pesquisas que tenham como 

intuito elucidar os mecanismos pelos quais a exposição à poluição agrava a saúde, buscando 

alertar para a necessidade do desenvolvimento de políticas de saúde pública, em prol de 

padrões de qualidade do ar.  

 

Efeitos da inalação de material particulado fino na saúde 

 

Os efeitos da poluição atmosférica variam conforme o tempo de exposição aos agentes 

poluidores e a condição prévia de saúde, sendo único para cada indivíduo afetado (HU, 2012), 

seja em curto ou em longo prazo, a poluição do ar agride o organismo. 

A penetração dos poluentes no organismo ocorre pela cavidade nasal ou oral, 

percorrendo todo o trato respiratório superior atingindo brônquios e bronquíolos, e alcançando 

os alvéolos. Dependendo do seu diâmetro, o MP pode se depositar nos alvéolos pulmonares e 

atingir a corrente sanguínea. A fisiopatologia dos danos decorrentes da inalação de MP 

envolve a diminuição da atividade mucociliar e dos macrófagos, produzindo irritação nas vias 

respiratórias e causando o estresse oxidativo, em consequência, a inflamação pulmonar e 

sistêmica. A exposição crônica produz remodelamento brônquico e doença pulmonar 
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obstrutiva crônica (DPOC), podendo ser cancerígeno. (Adaptado de KUNZLI, 2004 et al e 

HU, 2012). 

Na exposição aguda ao MP, os efeitos normalmente geram um aumento da 

mortalidade por doenças respiratórias, maior frequência de infecções respiratórias, aumento 

do número de internações hospitalares por pneumonia e um aumento da prevalência de 

sintomas e sinais de irritação nos olhos, narinas e garganta. Na exposição crônica, os efeitos 

da poluição podem causar o aumento da incidência e prevalência de asma, acréscimo da 

incidência e mortalidade por câncer de pulmão, ampliação da incidência e de mortalidade por 

pneumonia e influenza, alterações crônicas na função pulmonar e menor desenvolvimento 

pulmonar em crianças e jovens (Adaptado de KUNZLI, et al., 2009 e ARBEX, 2004). 

A exposição ao MP2.5 leva ao aumento principalmente na mortalidade e morbidade por 

doenças respiratórias e cardiovasculares, as quais estão epidemiologicamente associadas à 

inalação de partículas. O aumento da poluição do ar tem sido associado à redução da 

variabilidade da frequência cardíaca (indicador de risco para arritmia e morte súbita), à 

vasoconstricção e ao aumento da pressão arterial, todos, fatores de risco para doenças 

cardiovasculares (PETRY, 2011). 

Em estudo duplo-cego, randomizado, realizado com 26 pacientes com insuficiência 

cardíaca e 15 voluntários de controle; os participantes foram expostos em 3 sessões separadas 

de ar limpo, exposição a escape dos motores diesel sem filtro ou ar filtrado. Foi avaliada a 

função endotelial por meio do índice de hiperemia reativa, rigidez arterial, marcadores 

biológicos de curta distância e a variabilidade da frequência cardíaca. Este estudo foi à 

primeira tentativa, até o momento, de mostrar que um filtro pode reduzir a disfunção 

endotelial aumentada em pacientes com insuficiência cardíaca durante a exposição. Assim, o 

uso generalizado de filtros em pacientes expostos à poluição do ar derivados do tráfego pode 

ter efeitos benéficos na saúde humana (VIEIRA, 2016). 

Outro estudo prospectivo, abrangente e bem controlado, realizado por Pope (2004), 

encontrou risco aumentado de mortalidade relacionada à poluição do ar que variou de 8% a 

18%, para diversos tipos de doenças cardíacas. E, estudo realizado em Dublin, Irlanda, por 

Clancy et al (2002), revelou que a redução dos níveis de poluentes do ar ocorrida naquela 

cidade implicou na diminuição da mortalidade por doenças cardiopulmonares, sugerindo a 

importância da adoção de medidas preventivas de âmbito coletivo. 
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Estresse oxidativo e material particulado fino 

 
Nas células aeróbias, como as dos seres humanos, a maior parte do oxigênio (O2) é 

reduzida a água (H2O) nas mitocôndrias pelo processo de respiração celular. Cerca de 5% do 

O2 é consumido em passos monoeletrônicos, ou seja, tem forte tendência a receber um elétron 

de cada vez, com formação de espécies intermediárias denominadas espécies reativas de 

oxigênio (EROs). 

Sendo assim, a produção de ERO é parte integrante do metabolismo humano, 

dispondo de um eficiente sistema antioxidante que servem como a enzima superóxido 

dismutase (SOD) e a enzima catalase (CAT). Estas são defesas antioxidantes enzimáticas que 

atuam com antioxidantes não enzimáticos, extraídos da dieta (vitamina A, C e E), doando 

elétrons para as EROs inibindo assim a sua ação lesiva no tecido cardíaco e pulmonar 

(SANTOS, 2014). 

Além disso, as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) também são parte integrante do 

metabolismo humano e desempenha importante função biológica por meio de múltiplos 

processos enzimáticos, sobretudo no sistema imune e nas paredes vasculares. E para não 

existir esse de ERN3, o organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante que visa 

controlar e restabelecer o equilíbrio por meio de enzimas celulares antioxidantes como a 

glutationa peroxidase (GPx), SOD, CAT. Além disso, o organismo dispõe de defesas não 

enzimáticas como proteínas séricas (ceruloplasmina, transferrina), vitamina C, vitamina E, 

beta-caroteno, e glutationa reduzida (VASCONCELOS, 2007). 

O estresse oxidativo (EO) é um resultado do desequilíbrio entre o sistema pró e 

antioxidante, tendo predomínio dos oxidantes, com danos consequentes. Quando a produção 

de EROs ou ERN3 excede a capacidade natural de defesa do organismo, resulta em dano 

oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Este desequilíbrio pode acontecer após a 

exposição a agentes pró-oxidantes, como poluentes do ar (DELFINO et al., 2011) Portanto, a 

resposta antioxidante do organismo se constitui como importante mecanismo de defesa para 

auxiliar na manutenção do equilíbrio  oxidativo diante da exposição ao MP (BROOK et 

al.,2010). 

O desequilíbrio nos processos pró e antioxidantes pode desencadear alguns efeitos no 

organismo como o desenvolvimento de algumas doenças, entre elas, a aterosclerose, doença 

de Alzheimer, asma, artrite reumatóide, síndrome de insuficiência respiratória do adulto, 

esclerose múltipla e diabetes mellitus. Esse processo tem importância no envelhecimento e 
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nos mecanismos de morte celular, tendo por consequência a indução de câncer, assim como a 

arterosclerose, hipertensão arterial sistêmica, hipertrofia miocárdica (VASCONCELOS, 

2007). 

O aumento da produção de EROs, aliado à supressão das enzimas antioxidantes, é 

responsável pelo processo central de EO no pulmão em animais expostos ao MP (LI, XIA et 

al., 2016) (Figura 2). A citotoxicidade destas ERO como o ânion superóxido (O2
-), radical 

hidroxila (OH), oxigênio singlet (O2), oxido nítrico (ON), peróxido nítrico (ONOO-), ácido 

hipoclórico (HOCL-), e peróxido de hidrogênio (H2O2) se deve principalmente a redução de 

estruturas lipídicas, proteicas ou de bases nitrogenadas do DNA (RABÊLO et al;2010). 

 

 

Figura 2. Representação gráfica do efeito direto do material Particulado  sobre o Estresse Oxidativo 

 
 Fonte: Petry, 2011. 

 

 

Em nosso grupo de pesquisa, recentemente, foram investigados os efeitos da inalação 

de MP2.5 sobre parâmetros de EO. Um estudo com ratos exercitados expostos ao MP2.5 

demonstrou um aumento do EO cardiopulmonar (aumento na lipoperoxidação lipídica) sem 

causar alterações dos parâmetros hemodinâmicos (HECK, 2014 e HECK et al, 2014b). Outro 

trabalho, sobre a exposição aguda ao MP, porém sem exercício também resultou em EO 

plasmático, demonstrado pelo aumento de dano oxidativo proteico e ação ineficaz de defesas 

antioxidantes (BALDISSERA, 2014). 
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A exposição à poluição atmosférica por MP leva ao EO em diferentes órgãos, sendo, 

portanto, um potencializador para o surgimento de inúmeras doenças. As particularidades de 

cada indivíduo influenciam quão severos serão os efeitos da inalação de MP.  

Nesse sentido, enfatiza-se a importância da realização de pesquisas que visem ilustrar 

os riscos da inalação de MP à saúde, como também a identificação de biomarcadores dos 

efeitos adversos dos poluentes do ar, cuja finalidade sirva para recomendar cuidados e a 

prevenção dos danos à saúde causados por poluentes atmosféricos em indivíduos susceptíveis. 

 

Treinamento físico 

 

É amplamente conhecida a necessidade das pessoas adotarem um estilo de vida 

saudável. Entre outros fatores, uma organização no estilo de vida saudável e regrado está 

relacionado com a inclusão ou escolha pela prática regular de atividades físicas e/ou de 

exercícios físicos. Atividade física é caracterizada como qualquer forma de atividade 

muscular e resulta no gasto energético proporcional ao trabalho muscular realizado. O 

exercício físico é planejado com o objetivo de melhorar ou manter o condicionamento físico 

representando um subgrupo da atividade física (POWERS e HOWLEY, 2000). 

O exercício físico agudo, em decorrência do maior consumo de oxigênio em relação 

ao estado de repouso, promove o aumento da formação de EROs. No entanto, o treinamento 

físico regular é capaz de gerar adaptações eficazes e amenizar os efeitos danosos provocados 

pelos radicais livres. Estas adaptações estão relacionadas a uma série de sistemas, dos quais os 

mais importantes são os sistemas enzimáticos, compostos pela SOD, CAT e GPx. Tais 

adaptações, apesar das controvérsias sobre os mecanismos envolvidos, promovem maior 

resistência tecidual a desafios oxidativos, como, por exemplo, novas sessões de exercício 

físico (SCHNEIDER, 2004). 

Uma carga isolada de trabalho exaustivo na musculatura esquelética leva ao aumento 

de lipoperoxidação, mas também gera aumentos na atividade de enzimas antioxidantes como 

glutationa redutase (GR), GPx, SOD e CAT. Na década de 90, descobriu-se em triatletas uma 

elevação na atividade da enzima antioxidante GPx nos eritrócitos, protegendo o organismo do 

dano à membrana celular. Além disso, estudos indicam que o próprio EO induzido pelo 

exercício pode disparar adaptações em resposta ao treinamento e que tais adaptações são 

tecido-específicas, sugerindo um mecanismo regulatório complexo. O treinamento pode 
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aumentar tanto a capacidade de resistência aeróbia quanto as defesas antioxidantes, limitando 

assim o dano tecidual causado por EROs (SCHNEIDER, 2004). 

Tendo em vista que o exercício físico potencializa a formação de radicais livres, um 

cuidado quanto à intensidade de esforço passa a ter relação com o EO. Este pode ser 

responsável por aumentar a incidência de diversas lesões, alterar o sistema imunológico e 

reduzir o desempenho, ocasionando diversas doenças, incluindo cardiovasculares (FANHAN 

e FERREIRA, 2006). No entanto, esse estresse oxidativo agudo de cada sessão de exercício é 

gradativamente melhor tolerado pelo organismo treinado, o que sugere uma adaptação dos 

sistemas antioxidantes, e que quanto maior a carga de treinamento, maior magnitude da 

melhora do sistema antioxidante (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Portanto, a intensidade 

do esforço realizado passa a ser um tema importante quando se trata de adaptações 

antioxidantes. 

Uma única sessão de exercício resulta em adaptações metabólicas tanto durante quanto 

após o esforço físico. Durante a atividade muscular a demanda energética pode superar a de 

repouso em até 35 vezes enquanto o consumo de oxigênio pode aumentar de 10 a 15 vezes. 

Desta forma, é possível relacionar o EO com a intensidade do exercício, uma vez que 

intensidades moderadas não parecem induzir danos oxidativos ao organismo, diferente do que 

ocorre com exercício de alta intensidade (ALESSIO, 1993). Semelhante correlação existe 

entre a concentração de lactato [LA], um marcador de intensidade, diminuída em exercício de 

baixa intensidade, sugerindo uma pequena LPO em exercícios submáximos. O dano oxidativo 

pode depender ainda do grau de exaustão e não diretamente da intensidade do exercício 

(VIÑA et al., 2000; HECK, 2007). 

Durante o exercício agudo, mesmo que de intensidade moderada, a inalação de MP2.5 

pode levar a estresse oxidativo cardiopulmonar (HECK et al; 2014a e HECK et al; 2014b). No 

entanto, no estudo de Petry et al.(2011), realizado com MP2,5 e treinamento físico, os 

resultados indicaram que a inalação aguda de partículas diminuiu a atividade da CAT no 

tecido cardíaco, enquanto que o treinamento aumentou a atividade da CAT no coração. No 

mesmo estudo, o exercício também preveniu o aumento da coagulabilidade do sangue 

induzido pela inalação aguda de ROFA. 

Em suma, vários estudos relacionados à epidemiologia têm demonstrado forte relação 

da poluição atmosférica no desenvolvimento de doenças crônicas (SUN et al., 2009; 

PEARSON et al., 2010). A exposição crônica à poluição atmosférica, principalmente por 
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MP2,5 também promove aumento do EO, provocando prejuízos à saúde, principalmente em 

condições de disposições pré-existentes.  

 

Proteínas de choque térmico 

 

As proteínas de choque térmico (HSPs) são da família das chaperonas moleculares, 

são proteínas expressas praticamente em todos os organismos vivos e estão relacionadas com 

estratégias de sobrevivência do organismo e de longevidade frente a condições de estresse, 

aumentando assim as defesas celulares e facilitando a reparação de danos a proteínas. No 

ambiente extracelular, estas proteínas apresentam funções imunomoduladoras, facilitando a 

apresentação de peptídios imunogenéticos e atuando como estimuladores da resposta imune 

(HECK, 2011) 

As HSPs são classificadas de acordo com suas massas moleculares em famílias 

(HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP30). Dentre estas, as pertencentes à família 

de HSPs de 70 kDa (HSP70) são proteínas muito conservadas (SMOCK et al., 2011). As 

HSP70 são responsáveis por múltiplas funções citoprotetoras no ambiente intracelular e 

exercem forte papel imunomodulador quando extracelularmente localizadas (RADONS, 

2016).  

A primeira demonstração de expressão de HSP em resposta celular ao estresse foi 

relatada no ano de 1962 por Ferrucio Ritossa, que observou padrões de espessamento 

cromossomal em células de glândulas salivares de Drosophila buskii, situação que mostrava a 

síntese de HSPs após a exposição celular a temperaturas altas (DE MAIO, 2011). 

Células, quando são expostas a injúria celular, adaptam o seu metabolismo para uma 

nova condição. A principal função é oferecer proteção futura para a manutenção do 

funcionamento celular normal.  As HSPs desempenham papeis fundamentais em diferentes 

situações de estresse oxidativo, compreendendo múltiplos caminhos, como os processos 

celulares básicos de capacidade pró-oxidante/antioxidante, para a manutenção da homeostase. 

Portanto, durante uma situação de estresse, as ações das HSPs vão além de função de 

chaperona intracelular e prevenindo futuros danos celulares ativando vias de sinalização 

celular (DE MAIO, 2011). 

Nos últimos anos, mostrou-se evidente que em condições de estresse (ex. exposição a 

níveis elevados de poluição) as células respondem expressando HSPs, situação designada de 

resposta celular ao estresse (MUKHOPADHYAY et al.,2003; KIDO et al., 2011). 
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A indução de HSPs, especialmente, a HSP70, com o aumento expressivo do conteúdo 

intracelular desta proteína, representa um fator potencial citoprotetor e antiflamatório em 

inúmeras condições de estresse (HECK et al., 2011). Por outro lado, desafios extremos levam 

a aumento da exportação de HSP70 para o ambiente extracelular (eHSP72), nos quais 

exercem efeitos pró-inflamatórios. Assim, o equilíbrio entre o conteúdo extra/intracelular de 

HSP70 parece ser um importante indicador da condição de estresse celular do organismo 

(HECK, 2011, KRAUSE et al.,2015). Este estudo investiga a razão extra de HSP70 como 

biomarcador de estresse do organismo diante dos efeitos do treinamento físico combinado 

como inalação de material particulado.  

Nessa direção, justifica-se o desenvolvimento deste trabalho, na busca de promover 

novos conhecimentos relacionados aos agravos da exposição à poluição atmosférica, bem 

como o potencial do treinamento físico como estratégia de promoção da saúde. Como 

instrumento de análise e considerando que a inalação de MP2.5 causa EO, e que, o treinamento 

físico, dependendo da intensidade de esforço, tem efeito benéfico sobre o mesmo, neste 

estudo experimental esperava-se que o treinamento físico em intensidade moderada pudesse 

evitar o EO decorrente da exposição ao MP2.5. Já com o treinamento intenso, esperava-se  o 

aumento do EO e dos níveis plasmáticos de eHSP72. 
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OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar se o treinamento físico de diferentes intensidades protege camundongos 

expostos cronicamente ao material particulado contra estresse oxidativo cardiopulmonar.  

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar os efeitos do treinamento físico de diferentes intensidades em camundongos 

expostos cronicamente ao material particulado quanto a (ao): 

 

- Níveis de Lipoperoxidação no coração e no pulmão  

 

- Atividade das enzimas Catalase (CAT) e Superóxido dismutase (SOD) no coração e no 

pulmão 

 

- Concentração de eHSP72 no Plasma. 

- Concentração de lactato sanguíneo. 

- Glicemia. 

- Peso. 

- Resposta ao GTT.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Local de realização 

 

Laboratório de Ensaios Biológicos (LEBio), Departamento de Ciência da Vida, 

Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul – UNIJUÍ (Rua do 

Comércio, nº 3000, Bairro Universitário, Ijuí, RS).  

 

Animais 

 

Foram utilizados 32 camundongos machos da linhagem B6129SF2/J, com 30 dias de 

idade, provenientes do biotério da UNIJUÍ. Os animais foram mantidos sob condições ideais 

de acondicionamento em biotério, em gaiolas semi metabólicas, sob ciclo artificial 

claro/escuro de 12 horas, com controle da temperatura (22±2ºC), recebendo água potável e  

ração ad libitum. 

 

Foi respeitado os princípios éticos estabelecidos pelas “Normas Internacionais de 

Proteção aos Animais” (HOFF, 1980), “Código Brasileiro de Experimentação Animal” 

(1988), bem como pelo “Guia de Cuidados e Utilização de Animais de Laboratório” do 

National Institutes of Health. O trabalho foi aprovado no CEUA/UNIJUÍ (protocolo nº 

011/2013). Este projeto teve financiamento via Edital Fapergs 001/2013 Programa 

Pesquisador Gaúcho – PqG, n° 002106-2551/13-5, projeto “HSP70 COMO 

BIOMARCADOR DO “PONTO CRÍTICO” DA REALIZAÇÃO DE EXERCÍCIO FÍSICO 

EXPOSTO À POLUIÇÃO ATMOSFÉRICA NO DIABETES”, coordenado por Thiago 

Gomes Heck  

 

Delineamento experimental 

 

Antes de qualquer intervenção, os 32 camundongos machos com 30 dias de idade 

foram avaliados biometricamente (pesados e medido o comprimento) e também realizado o 

Teste de Tolerância à Glicose (GTT). Os animais foram divididos nos grupos experimentais 

pareados pela resposta ao GTT. Foram realizadas duas intervenções durante 12 semanas: 

Treinamento físico e exposição ao MP2.5. O exercício (subdividido em treinamento físico de 
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natação de intensidade moderada e intensa). A exposição ao MP2.5 foi realizada por 

administração intranasal de uma suspensão de MP2.5 mimetizando a exposição à poluição 

atmosférica. Cada intervenção foi acompanhada experimentalmente pelo respectivo grupo 

controle conforme descrito a seguir. 

Os animais foram divididos em grupos de acordo com a administração intranasal 

(diariamente por 12 semanas) de solução fisiológica ou inalação de MP2.5 (grupos com a sigla 

MP2.5). Estes grupos foram subdivididos ainda de acordo com a condição de exercício, sendo 

mantidos sedentários ou sendo treinados (5x/semana) em intensidade moderada (grupos com a 

sigla MOD) ou treinados em alta intensidade de esforço (grupos com a sigla INT) (tabela 2). 

Foi verificada a concentração de lactato sanguíneo dos animais na 5º semana (quando 

os grupos MOD estavam em treinamento de intensidade moderada) e na 9° semana (quando 

os grupos INT já estavam em treinamento de alta intensidade) (figura 3). O GTT foi realizado 

na 4°, 8° e 12° semana (figura 4). Após a 12° semana os animais ficaram 48 horas sem 

manipulação ou intervenção e foram sacrificados com uso de guilhotina para roedores. 
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Tabela 2. Caracterização do protocolo experimental de treinamento de natação e exposição ao Material 
Particulado fino (MP2.5) 

Identificação 
dos grupos  

Protocolo de treinamento físico de natação 
periodizado para camundongos 

Protocolo de exposição ao 
Material Particulado fino (MP 2.5) 

COM 
Animais mantidos por 20 min, 5x/sem por 12 semanas, 

em agua rasa (2cm) a 30°C, sem esforço físico. 

Administração diária (7x/sem), por 
12 semanas, de 10µL de NaCl 
0,9% via instilação intranasal.  

MOD 

Natação (água 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem, 
por 12 sem, iniciando por sessões de 20 min com 0% 
carga adicionada a cauda. Na 2° semana realizaram o 
treinamento com carga de 1%, na 3º semana com 2% e 
na 4º semana com 3% e na 5º semana com 4%. Em 
cada semana seguinte, a duração de cada sessão 
aumentou em 10 min, até atingir 60 min com 4% de 
carga na 9º semana, permanecendo com essa duração e 
intensidade de esforço até a 12º semana. 

Administração diária (7x/sem), por 
12 semanas, de 10µL NaCl 0,9% 

via instilação intranasal. 

INT 

Natação (água 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem, 
por 12 sem, iniciando por sessões de 20 min com 0% 
carga adicionada a cauda. Em cada semana seguinte, a 
carga foi aumentada em 1% até atingir 20 min com 8% 

de carga na 9º semana, permanecendo com essa 
duração e intensidade de esforço até a 12º semana. 

Administração diária (7x/sem), por 
12 semanas, de 10µL de NaCl 
0,9% via instilação intranasal. 

MP2.5 
Animais mantidos por 20 min, 5x/sem por 12 semanas, 

em agua rasa (2 cm) a 30°C, sem esforço físico.   

Administração diária (7x/sem), por 
12 semanas, de 5µg de MP2.5 via 

instilação intranasal (MP2.5 
suspenso em 10µL de NaCl 0,9%). 

MOD+ MP 2.5 

Natação (água 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem, 
por 12 sem, iniciando por sessões de 20 min com 0% 
carga adicionada a cauda. Na 2° semana realizaram o 

treinamento com carga de 1%, na 3º semana com 2% e 
na 4º semana com 3% e na 5º com 4% . Em cada 

semana seguinte, a duração de cada sessão aumentou 
em 10 min, até atingir 60 min com 4% de carga na 9º 

semana, permanecendo com essa duração e intensidade 
de esforço até a 12º semana. 

Administração diária (7x/sem), por 
12 semanas, de 5µg de MP2.5 via 

instilação intranasal (MP2.5 
suspenso em 10µL de NaCl 0,9%). 

INT+ MP 2.5 

Natação (água 30°C, 20 cm de profundidade), 5x/sem, 
por 12 sem, iniciando por sessões de 20 min com 0% 
carga adicionada a cauda. Em cada semana seguinte, a 
carga foi aumentada em 1% até atingir 20 min com 8% 

de carga na 9º semana, permanecendo com essa 
duração e intensidade de esforço até a 12º semana. 

Administração diária (7x/sem), por 
12 semanas, de 5µg de MP2.5 via 

instilação intranasal (MP2.5 
suspenso em 10µL de de NaCl 

0,9%). 

Fonte: Dados desta dissertação 
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Figura 3. Imagem ilustrativa da coleta de sangue para mensuração da concentração sanguínea de lactato 

 
Fonte: Foto obtida durante os experimentos desta dissertação 

 

 

 

 

Figura 4. Imagem ilustrativa do Teste de Tolerância à Glicose 

 
Fonte: Foto obtida durante os experimentos desta dissertação 

 

 

Tamanho Amostral 

 

O cálculo do tamanho da amostra foi realizado para utilização do menor número 

possível de animais em cada experimento. Considerando que o exercício moderado deve 

prevenir as alterações em parâmetros de estresse oxidativo gerados pelo MP2.5, o tamanho da 

amostra foi calculado para detectar a menor diferença esperada entre os grupos Controle e 

MP2,5. (De acordo com a GOETTEMS-FIORIN et al.,2014) a diferença esperada é de 

0,08±0,07 nmol MDA/mg/proteína). Foi utilizado para o cálculo um poder estatístico de 80% 

para um nível de significância de 0,05%. Assim, foram necessários 5 a 6 animais por grupo, 

totalizando 32 camundongos. 

  

Material particulado fino 
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O poluente utilizado foi contido em filtro de policarbonato, por meio de um coletador 

gravimétrico instalado no terraço da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, na 

cidade de São Paulo, Brasil. Após a exposição à poluição (24 horas), o filtro foi retirado e a 

coleta das partículas aderidas no mesmo foram obtidas por meio do processo de sonicação em 

banho de ultrassom, realizado em 7 sessões de 50 minutos/cada, em meio aquoso. As 

partículas foram ressuspensas, na concentração de 5µg/10µL, em solução fisiológica. 

O processo de instilação intranasal foi realizado diariamente por 12 semanas, com 

auxílio de micropipeta automática. O animal foi contido pelo manipulador, sendo suspenso 

pela região cervical, sustentado com a mão sobre o dorso e os dedos retendo os membros 

anteriores e a cauda. O manipulador realizou a administração via intranasal (i.n.) da suspensão 

de Material Particulado Fino (MP2,5) no roedor desprezando 10µL da suspensão na narina do 

animal, promovendo reflexo de apneia seguida de inspiração profunda, a qual impulsionou o 

líquido para os pulmões (GOETTEMS-FIORIN, 2014). Os grupos não expostos receberam, 

diariamente, 10 µL de solução fisiológica (Figura 5). 

 

 

Figura 5 . Imagem Ilustrativa da instilação intranasal de MP2.5 

 
Fonte: Foto obtida durante os experimentos desta dissertação 

 

Protocolo de Treinamento físico moderado e intenso 

 

O treinamento físico realizado pelos camundongos foi de natação. Antes do 

treinamento, os animais foram adaptados ao meio líquido (temperatura da água = 30ºC+1ºC), 

durante dois dias por 10 minutos. 

Treinamento físico moderado (grupos identificados com a sigla MOD): Na 1° semana 

de treinamento físico, os animais nadaram 5 dias por 20 minutos. Na 2° semana nadaram com 

carga equivalente a 1% do peso corporal adicionada à cauda por 20min. Na 3° semana com 

2% por 20min, na 4º semana com 3% por 20min, e na 5° semana com 4% por 20min. Nas 
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semanas seguintes a carga de 4% foi mantida e foi acrescido o tempo em 10 minutos a cada 

semana, atingindo 60 minutos de natação com carga de 4% na 9º semana de treinamento. Os 

animais seguiram o treinamento com 4% por 60min até a 12º semana. 

Treinamento físico intenso (grupos identificados com a sigla INT): Na 1° semana de 

treinamento físico, os animais nadaram 5 dias por 20 minutos. Na 2° semana nadaram com 

carga equivalente a 1% do peso corporal adicionada à cauda por 20min. Na 3° semana com 

2% por 20min, na 4º semana com 3% por 20min, e na 5° semana com 4% por 20min. Nas 

semanas seguintes a duração de 20min foi mantida e a carga foi acrescida em 1% a cada 

semana, atingindo 20 minutos de natação com carga de 8% na 9º semana de treinamento. Os 

animais seguiram o treinamento com 8% por 20min até a 12º semana (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Imagem ilustrativa do protocolo de repouso e treinamento físico de natação 

 
Fonte: Foto obtida durante os experimentos desta dissertação 

 

 

Perfil glicêmico  

 

A concentração de glicose sanguínea foi verificada antes de qualquer intervenção, na 

4ª, 8ª e 12ª semana de treinamento, com Glicosímetro Optium Xceed da Abbott, em punção 

venosa na parte distal da cauda dos animais. 

 

Teste de tolerância à glicose (GTT)  

 

Antes de qualquer intervenção, na 4º, 8º e 12º semana de experimento, os animais 

foram submetidos ao Teste de Tolerância à Glicose (GTT). Após jejum de 12 horas, foi 

verificada a glicemia no tempo zero (tzero). Posteriormente, foi administrada solução de 

glicose via intraperitoneal (i.p.), na dose de 1g/Kg e realizado o monitoramento da glicemia 
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nos tempos 30 e 120 minutos. A resposta glicêmica durante o GTT foi avaliada pelo cálculo 

da área sob a curva (ASC) e área incremental sob a curva (AISC) de glicose pelo método do 

trapézio (MATTHEWS et al., 1990).  

 

Peso corporal  

 

O peso corporal dos animais foi avaliado semanalmente a partir do início do protocolo 

experimental até o último dia de experimento. Após a eutanásia dos animais, o coração, o 

pulmão e o plasma foram imediatamente coletados e congelados para posterior análise.  

 

Lactato sanguíneo 

 

A determinação do lactato foi realizada por meio de uma única punção na parte distal 

da cauda do animal, no final da sessão de natação. Desta punção, foram coletados 25 µL de 

sangue para análise em lactímetro (Accutrend® Plus, Roche), sendo o resultado expresso em 

mMol/L de sangue. 

 

Preparação dos tecidos 

 

Ao término dos experimentos com os animais, os mesmos foram mortos por 

decapitação. O sangue do tronco dos animais foi coletado com EDTA e centrifugado a 3000 

rpm por 5 min e o plasma foi aliquotado. Foram retirados o coração, pulmão e o plasma. Os 

órgãos foram homogeneizados em 9 volumes de 120mM KCl, 30 mM de Tampão kpi (pH7,2) 

com PMSF, para análises enzimáticas (SOD e CAT) e de TBARS (NEVES, 1997). 

 

Determinação da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT  

 

A atividade da Superóxido Dismutase (SOD) foi avaliada pelo método Marklund e 

Marklund (1974), a 420 nm. A reação consiste na inibição da auto-oxidação do pirogalol pela 

atividade da enzima SOD. A atividade da Catalase (CAT) foi determinada por meio da 

decomposição do peróxido de hidrogênio a 25ºC, em 240nm de absorbância (AEBI, 1984). 

Os resultados foram expressos respectivamente em U SOD /mg proteína e U CAT/mg 

proteína.  
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Dosagem de proteínas e lipoperoxidação 

 

A concentração de proteína e determinação da lipoperoxidação nos homogeneizados, 

foram determinados pelos métodos espectrofotométricos a 595 e a 535nm, respectivamente, 

utilizando curva padrão de albumina (BRADFORD, 1976) e curva padrão de MDA (BUEGE 

e AUST, 1978). O nível de lipoperoxidação avaliado pelo teste de substâncias reativas ao 

ácido tio-barbitúrico (TBARS) foi expressa em MMOL de malonaldeído (MDA) por mg de 

proteína.  

 

Análise estatística. 

 

Os dados foram apresentados como média ± desvio da média e analisados pelo teste 

ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Tukey (P<0.05), em Graphpad prism 6.0.  
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RESULTADOS 

 

Os animais foram submetidos ao treinamento físico periodizado, sendo verificado o 

nível de lactato sanguíneo na 5° semana, quando os animais atingiram 4% de carga acoplada à 

cauda. Nesta sessão de treinamento físico os animais atingiram ao final da sessão uma 

concentração sanguínea de lactato próximo a 4 mmol/L em todos os grupos treinados, sem 

influência da exposição ao MP2,5 (Figura 7A). A partir desta semana, os grupos MOD e 

MOD+MP2.5 mantiveram a carga de treinamento de 4% enquanto que os animais dos grupos 

INT e INT+MP2,5 aumentaram a intensidade progressivamente (1% por semana) até atingir 

8% de carga na 9° semana. Na avaliação da concentração de lactato realizada na 9° semana de 

treinamento, os grupos MOD e MOD+MP2.5 ainda apresentaram concentrações de lactato 

sanguíneo próximas a 4 mmol/L, independentemente de serem expostos ao MP2.5. Já os 

animais dos grupos submetidos ao treinamento intenso (INT e INT+MP2.5) alcançaram 

valores maiores do que os grupos MOD e MOD+MP2,5 (Figura 7B). As concentrações de 

lactato sanguíneo refletem a realização de treinamento em intensidades diferentes de exercício 

sem influência da exposição ao MP2,5. 
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Figura 7. Concentração de lactato sanguíneo em camundongos expostos ao material particulado fino após 
uma sessão de treinamento de natação periodizado 
 

 
Valores de lactato sanguíneo (mmol/L, media ±dp) na 5° semana de treinamento (A) e na 9° Semana de 
treinamento (B). Na 5° semana todos os animais nadaram 20 minutos com 4% de carga acoplada a cauda. Na 9° 
os animais MOD e MOD+PM2,5 nadaram 60 minutos com 4% de carga acoplada a cauda e os animais dos 
grupos  INT e INT+PM2.5 nadaram 20 minutos com 8% de carga (n = 5  a 6 animais p/grupo).. *vs MOD e 
MOD+PM2,5 (P = 0,039). Anova de 1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey. Fonte: Dados desta dissertação 
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Os animais foram avaliados quanto ao peso corporal, a glicemia de jejum e a resposta 

ao GTT antes de qualquer intervenção, na 4°, 8° e 12° semana de experimento. Não houve 

modificações no peso (Tabela 3), na glicemia de jejum (Tabela 4) ou na resposta ao GTT 

(Figura 8) em decorrência do treinamento, da exposição ao MP2,5, ou da combinação destes 

fatores.  

 

 

Tabela 3. Peso corporal de camundongos expostos ao material particulado fino e submetidos ao 
treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 CON MOD INT MP 2.5 
MOD 
+MP2.5 

INT 
+MP2.5 

ANOVA 

Inicial 19,0 ± 3,0 18,0 ± 1,8 19,0 ± 1,7 18,5 ± 3,1 17,6 ± 2,3 19,5 ± 2,2 0,825 

4° 
Semana 

24,6 ± 2,2 23,5 ± 2,7 24,9 ± 0,5 24,9 ± 2,1 23,1 ± 2,3 22,2 ± 4,0 0,410 

8° 
Semana 

27,3 ± 1,8 24,7 ± 2,5 25,3 ± 0,9 28,1 ± 2,7 27,1 ± 3,0 25,2 ± 3,9 0,874 

12° 
semana 

28,0 ± 3,6 26,7 ± 2,2 26,7 ± 2,5 28,7 ± 2,8 27,9 ±2,9 26,0 ± 3,3 0,772 

Dados (peso corporal em gramas, média ± desvio padrão) obtidos após 12 semanas de experimento em 
camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 
5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por 
sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga 
adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 
5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8% e 
receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 5  a 6 animais 
p/grupo). Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação 
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Tabela 4. Glicemia de jejum de camundongos expostos ao material particulado fino e submetidos ao 
treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 CON MOD INT MP 2.5 
MOD 
+MP2.5 

INT 
+MP2.5 

ANOVA 

Inicial 120,3 ± 
6,4 

123,6 ± 
23,0 

127,2 ± 
26,2 

116,0 ± 
22,4 

104,8 ± 
37,9 

119,2 ± 
27,4 

0,845 

4° 
Semana 

112,5 ± 
19,5 

96,2 ± 
23,9 

85,6 ± 
13,7 

104,8 ± 
23,0 

104,0 ± 
14,8 

99,2 ± 
16,6 

0,330 

8° 
Semana 

102,5 ± 
14,7 

93,4 ± 
14,7 

96,0 ± 
19,6 

94,8 ± 
15,2 

96,2 ± 
15,1 

109,4 ± 
22,0 

0,652 

12° 
semana 

91,5 ± 
21,3 

74,0 ± 
10,9 

80,7 ± 
17,0 

 80,1 ± 
8,8 

77,2 ± 
15,6 

 81,6 ± 
4,0 

0,460 

Dados (Glicemia em mg/dl, média ± desvio padrão) obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos 
que: CON = Receberam diariamente 10µl de solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 
min por sessão com carga adicionada a cauda de 4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga 
adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 
5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e 
receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 
5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8% e receberam diariamente administração 
intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 5  a 6 animais p/grupo). Anova de 1 via. Fonte: Dados desta 
dissertação. Fonte: Dados desta dissertação 
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Figura 8. Resposta ao teste de tolerância a glicose de camundongos expostos ao material particulado fino e 
submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados (Glicemia em mg/dl, média ± desvio padrão) obtidos antes de qualquer intervenção, na 4° 8° e 12° 
semana de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de solução fisiológica 
intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4%. INT  = 
Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam diariamente 
administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 60 min 
por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de material 
particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda 
de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 5  a 6 
animais p/grupo). (P > 0,05) Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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Neste estudo investigamos variáveis indicativas de EO, como a atividade das enzimas 

antioxidantes CAT e SOD além dos níveis de lipoperoxidação dos tecidos cardíaco e 

pulmonar, como forma de explicitar os efeitos do treinamento físico sobre estes parâmetros, 

na presença ou não de MP2.5. Não foram observadas alterações na atividade das enzimas 

antioxidantes CAT e SOD (Figuras 9 e 10) no tecido cardíaco. Nos grupos que realizaram 

exercício e foram expostos ao MP2.5  (MOD+MP2.5 e INT+MP2.5) foram observados níveis 

mais elevados de lipoperoxidação cardíaca quando comparado com os animais do grupo 

MP2.5  (Figura 11). Além disso, o grupo MOD+MP2.5 apresentou maiores níveis de 

lipoperoxidação no coração do que o grupo MOD (Figura 11). 

 

 

Figura 9. Atividade da enzima antioxidante SOD no coração de camundongos expostos ao material 
particulado fino e submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

. 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 4  a 
6 animais p/grupo). P = 0,183 Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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Figura 10. Atividade da enzima antioxidante CAT no coração de camundongos expostos ao material 
particulado fino e submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 5  a 
6 animais p/grupo). P = 0,537. Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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Figura 11. Lipoperoxidação no coração de camundongos expostos ao material particulado fino e 
submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 3  a 
5 animais p/grupo). P = 0,001. ** vs CON, MOD e MP2.5. Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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No tecido pulmonar também não foram observadas alterações na atividade das 

enzimas antioxidantes CAT e SOD (Figuras 12 e 13) em nenhum grupo. No entanto, o grupo 

INT+MP2.5 apresentou níveis de lipoperoxidação pulmonar maiores do que todos os demais 

grupos (Figura 14). 

 

 

Figura 12. Atividade da enzima antioxidante SOD no pulmão de camundongos expostos ao material 
particulado fino e submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 4  a 
6 animais p/grupo). P = 0,664. Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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Figura 13. Atividade da enzima antioxidante CAT no pulmão de camundongos expostos ao material 
particulado fino e submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 5  a 
6 animais p/grupo). P = 0,538. Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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Figura 14. Lipoperoxidação no pulmão de camundongos expostos ao material particulado fino e 

submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 4  a 
6 animais p/grupo). P = 0,014. * vs todos os grupos. Anova de 1 via. Fonte: Dados desta dissertação.  
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Os níveis plasmáticos de eHSP72 não foram alterados pelo treinamento MOD ou INT 

em relação ao grupo CON. A exposição crônica ao MP2.5 elevou de 1,24 ng/ml (CON) para 

2,78ng/ml (MP2.5) os níveis de eHSP72. Por outro lado, no grupo INT+MP2.5 a concentração 

plasmática de eHSP72 foi menor que o grupo MP2.5. (Figura 15).  

 

 

Figura 15. Concentração de eHSP72 no plasma de camundongos expostos ao material particulado fino e 
submetidos ao treinamento de intensidade moderada e intensa por 12 semanas 

 
Dados obtidos após 12 semanas de experimento em camundondos que: CON = Receberam diariamente 10µl de 
solução fisiológica intranasal. MOD  = Treinaram 5x/sem até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 
4%. INT  = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada a cauda de 8%. MP2,5 = Receberam 
diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl.  MOD+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem 
até 60 min por sessão com carga adicionada a cauda de 4% e receberam diariamente administração intranasal de 
material particulado fino 5µg/10µl. INT+MP 2,5 = Treinaram 5x/sem até 20 min por sessão com carga adicionada 
a cauda de 8% e receberam diariamente administração intranasal de material particulado fino 5µg/10µl (n = 4  a 
6 animais p/grupo). P = 0,031 *vs CON, MOD, INT, INT+MP2.5. Anova de 1 via. Fonte: Dados desta 
dissertação.  
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DISCUSSÃO 

 

O exercício em ambiente com altos níveis de poluentes atmosféricos (CO, O3, SO2, 

NO2, MP), pode levar a uma diminuição do consumo máximo de oxigênio e aumento 

concomitante dos níveis de lactato sanguíneo. Esse conjunto é responsável pela redução da 

capacidade de realização de exercício aeróbico decorrente da formação de 

carboxihemoglobina. A formação de carboxihemoglonina leva o organismo a entrar 

antecipadamente em predominância de rotas metabólicas anaeróbicas durante o esforço, 

resultando na diminuição do limiar anaeróbio e finalmente, na produção aumentada e acúmulo 

de lactato no musculo em atividade e no sague, reduzindo a capacidade de realização de 

esforço (KARGARFARD et al., 2011). No entanto, em nosso estudo, com um único poluente, 

e sendo este o MP2.5, este efeito (formação excessiva de carboxihemoglobina) pode não 

ocorrer, portanto não influenciando nos níveis de lactato sanguíneo.  

Poderia ser esperado ainda, que a exposição ao MP2.5, diariamente, interferisse no 

metabolismo dos animais, alterando o peso e/ou o metabolismo e/ou a homeostase glicêmica 

(GOETTEMS-FIORIN, 2014; GOETTEMS-FIORIN et al., 2016). Deste modo, um prejuízo 

no desempenho dos animais expostos ao MP2.5 durante o treinamento poderia ser demarcado 

pelo aumento da dificuldade de realização de exercício, o que por sua vez, poderia ser 

identificado por um aumento nos níveis sanguíneos de lactato (BARON, 2008). Mas a 

exposição ao MP2,5 também não interferiu na massa corporal, glicemia de jejum e na resposta 

aos GTTs ao longo das 12 semanas de experimento. A exposição ao MP2.5 tem sido associado 

aumento no risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, tanto em estudos 

epidemiológicos como experimentais (GOETTEMS-FIORIN et al., 2016). Em dois estudos 

do nosso grupo com camundongos machos com 21 dias de idade (GOETTEMS, 2014; 

SALAMONI, 2015), com dieta hiperlipídica e exposição diária ao MP2,5, foram observadas 

alterações indesejáveis na glicemia de jejum, no peso corporal, adiposidade e na resposta ao 

GTT. 

Portanto, quando associado à uma condição de estresse metabólico, como o consumo 

de dieta hiperlipídica, a exposição ao MP2.5 agrava os efeitos metabólicos causados por esta 

dieta, prejudicando o quadro de intolerância a glicose e resistência a insulina, mas não ocorre 

em animais que consomem dieta padrão (GOETTEMS-FIORIN et al., 2016). Assim, nosso 

estudo, juntamente com os estudos anteriores, confirma que a exposição ao MP2,5 per se, nas 
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doses estudadas, não causa alterações metabólicas, não modificando os dados biométricos, 

glicêmicos ou a concentração de lactato após o esforço. 

Em nosso estudo, até a 9° semana de treinamento, após uma sessão de treinamento 

com 4% de carga (MOD e MOD+MP2.5) os camundongos apresentaram valores de 

concentração de lactato sanguíneo próximas a 4,0 mmol/L, enquanto que na 9° semana, após 

uma sessão de treinamento com 8% de carga (INT e INT+ MP2.5), os camundongos atingiram 

valores médios próximos de 5,5 mmol/L. 

A concentração sanguínea de lactato reflete qual a intensidade do esforço realizado em 

resposta a uma sessão de exercício físico (GOODWIN et al., 2007). Neste sentido, a 

utilização desta variável biológica (concentração de lactato sanguíneo) é constantemente 

adotada como marcador da intensidade de exercício físico também em pesquisa com modelos 

animais, inclusive em protocolo de exercício de natação (GOBATTO et al., 2001). Ainda, a 

utilização de natação como modelo de exercício físico apresenta vantagens sobre a corrida em 

esteira, uma vez que nadar é uma capacidade natural do animal, não necessitando, portanto, 

escolha de animais, o que geralmente é necessário em protocolos experimentais em esteira 

(KREGEL et al., 2006).  

Conforme sugerido pelo estudo de Gobatto et al. (2001), as concentrações de lactato 

sanguíneo próximos a 5,5 mmol/l representam exercício de alta intensidade. Os valores de 

lactato sanguíneo com carga de 8% poderiam ser ainda maiores em animais sedentários (por 

exemplo, próximos a 10 mmol/l) (HECK, 2011). Assim, de acordo com Ferreira et al. (2007), 

nosso protocolo foi capaz de gerar uma adaptação metabólica prevista pelo treinamento físico 

regular, como a melhora na taxa de degradação de lactato, resultando em concentrações não 

tão elevada de lactato no sangue, mesmo com 8% de carga. Neste sentido, após um teste de 

esforço com 5% de carga por 15 minutos, camundongos com adaptações musculares 

apresentam concentrações de lactato próximas a 5,3 mmol/l enquanto sedentários apresentam 

6,3 mmol/l (LIN, 2015). Comparativamente, este dado sugere uma adaptação física atingida 

nos grupos que treinaram com 8% de carga.   

Cargas de 4% adicionadas à base da cauda de ratos, durante o nado, promovem um 

esforço físico entre 65 e 70% do consumo máximo de oxigênio, sugerindo assim, essa carga 

como a condição de exercício físico moderado (com concentração de lactato sanguínea 

próximas a 4 mmol/l (KREGEL et al., 2006) e as cargas acima desta, representam exercícios 

próximos ao consumo máximo de oxigênio, ou seja, acima do limiar anaeróbio, em humanos 

e em roedores.  
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Esses dados caracterizam o protocolo aqui proposto como um experimento que reflete 

adequadamente diferentes intensidades (moderada e intensa) de treinamento físico em 

camundongos. Estes dados indicam ainda uma adaptação metabólica ao treinamento regular 

periodizado, pois mesmo em 8% de carga, a concentração de lactato no sangue não foi tão 

elevada, diferentemente do observado em animais sedentários em outros estudos (GOBATO 

et al., 2001; FERREIRA et al., 2007). Em protocolos de treinamento semelhantes ao nosso, 

(ratos submetidos ao treinamento aeróbio de natação com de 5,0 % do seu peso corporal, 

1h/dia, 5X/semana, por oito semanas) apresentam valores de lactato sanguíneo semelhantes 

após o exercício e geram adaptações antioxidantes (VIEIRA JÚNIOR, 2016). Em conjunto, as 

evidências indicam que os animais deste estudo tiveram condições de gerar adaptações ao 

treinamento físico regular, e assim, mostrando a eficácia do protocolo de treinamento físico 

periodizado de natação em camundongos proposto aqui, podendo assim ser investigado os 

efeitos da combinação com a inalação de MP2.5. 

Sabe-se que o exercício potencializa a formação de radicais livres, sendo que a 

intensidade de esforço tem relação com os níveis de biomarcadores de EO. No entanto, o 

estresse agudo de cada sessão de exercício é progressivamente melhor aceitável pelo 

organismo treinado, sugerindo adaptações dos sistemas antioxidantes. Há indicativos de que 

quanto maior a carga do exercício, maior é a melhora do sistema antioxidante (SCHNEIDER; 

OLIVEIRA, 2004). O aumento nos níveis de lipoperoxidação e da atividade das enzimas 

antioxidantes em tecidos pode ser gerado por uma sessão isolada de trabalho exaustivo, e 

neste sentido, o próprio EO induzido decorrente do exercício pode disparar adaptações em 

resposta ao treinamento que podem aumentar tanto a capacidade de resistência aeróbia quanto 

as defesas antioxidantes, limitando assim o dano tecidual causado pelas EROs (SCHNEIDER, 

2004). 

Em um estudo realizado com ratos, durante 16 semanas submetidos ao protocolo de 

exercício físico de natação, notou-se que os animais treinados, quando comparados aos 

sedentários, apresentaram aumento na atividade antioxidante levando à redução de agentes 

oxidantes e prevenção de EO tecidual no tecido cardíaco. (SANTOS et al., 2014). Estes dados 

são indicativos de que o exercício físico realizado adequadamente proporciona importantes 

adaptações metabólicas no organismo, contribuindo para a prevenção, redução de danos 

oxidativos causados por agentes externos. Porém, estas adaptações podem depender, ainda do 

grau de exaustão e não diretamente da intensidade do esforço físico realizado (VIÑA et al., 

2000; HECK, 2007;).  
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Por outro lado, em animais expostos ao MP urbano de maneira aguda, já é possível 

observar os efeitos oxidativos da inalação de poluentes. Em um estudo com ratos, divididos 

em três experimentos (exposição de 6 horas, exposição de 20 horas, ambos de forma contínua 

e exposição por 5 dias intermitentes, 4h por dia, totalizando 20h) os animais que estiveram 

expostos durante 20h contínuas tiveram um aumento significativo de lipoperoxidação no 

tecido cardíaco e pulmonar (PEREIRA, 2007). O estresse oxidativo faz parte das 

consequências da ativação dos próprios mecanismos de defesa celular, porém, capazes de 

gerar efeitos agudos e/ou crônicos indesejáveis que podem representar prejuízos à saúde 

humana.  

Muitos estudos têm sido realizados sobre as avaliações periódicas do nível de MP na 

atmosfera, os quais auxiliam na compreensão dos efeitos da poluição na saúde humana. 

Diferentes escalas de tempo de exposição à poluição e diferentes concentrações já 

demonstraram gerar respostas no organismo, como o desencadeamento de doenças 

cardiovasculares e pulmonares (POPE, 2013). A penetração dos poluentes acontece pela 

cavidade nasal e oral, percorrendo todo o trato respiratório superior atingindo brônquios e 

bronquíolos, alcançando os alvéolos. Dependendo do seu diâmetro, o MP pode se depositar 

nos alvéolos pulmonares e atingir a corrente sanguíneo (KUNZLI et al., HU, 2012). Os efeitos 

oxidantes conhecidos pela inalação de MP2.5 (GONZALES-FLECHA, 2004), sem a 

compensação das defesas SOD e CAT, o EO gerado pode gerar uma predisposição ao 

surgimento de doenças cardiopulmonares (DELFINO et al., 2011).  

Em nosso estudo, foi utilizado o MP2.5, também utilizado em estudos anteriores 

(GONZÁLEZ FLECHA, 2004; XU et al., 2010). No estudo realizado pelo nosso grupo, com 

camundongos B6 com 21 dias de idade de (SALAMONI, 2015), no qual os animais 

receberam dieta hiperlipídica e foram expostos diariamente ao MP2.5 durante 12 semanas, foi 

possível observar aumento de dano oxidativo proteico e alterações das defesas antioxidantes 

enzimáticas do pulmão, observado pelo aumento da atividade da SOD. Em outro estudo do 

nosso grupo (GOTTEMS-FIORIN, 2014), a exposição de longo prazo de MP2.5 piorou a 

resposta glicêmica à sobrecarga de glicose em animais previamente tratados com dieta 

hiperlipídica, e promoveu alterações relevantes no perfil oxidativo e na expressão de HSP70 

em tecidos relacionados ao metabolismo de nutrientes (fígado pâncreas, músculo 

gastrocnêmio e adipócitos). Em ambos os trabalhos citados acima, há indicativos de que cada 

tecido tem sua resposta característica diante do desafio imposto pela exposição ao MP2.5, 
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sendo que o coração pode ser um dos órgãos que apresenta grande suscetibilidade a alterações 

oxidantes (DAMIANI et al., 2012; SALAMONI, 2015; COSTA BEBER, 2015). 

São poucos os estudos que investigam a combinação de exercício e exposição ao 

MP2.5. Estudo realizado com ratos submetidos ao MP urbano durante o exercício agudo de 

natação de 20 ou 60 minutos indicou que os animais que estiveram expostos às partículas 

ambientais urbanas durante 60 minutos apresentaram maior lipoperoxidação no pulmão e 

menor atividade da CAT (HECK et al., 2014). Em outro estudo agudo, a inalação de ROFA 

previamente ao exercício, levou ao aumento nos níveis de lipoperoxidação cardiopulmonar, 

porém, sem resultar em alterações hemodinâmicas nos animais (HECK et al., 2014b). Estes 

dados indicam que a interação aguda entre MP e exercício pode representar um risco 

subclínico cardiopulmonar, levando ao questionamento sobre os efeitos a longo prazo.  

No estudo de Petry et al.,2011, o treinamento físico de 10 semanas aumentou a 

atividade da enzima antioxidante CAT nos tecidos cardíaco e pulmonar de ratos. Esta 

adaptação foi capaz de evitar o aumento nos níveis de lipoperoxidação pulmonar e o efeito 

pró-coagulante causado pela exposição à partículas por 3 dias consecutivos. Contudo, a 

inalação do ROFA foi subaguda, administrada na última semana de treinamento físico por três 

dias consecutivos. Em nosso estudo os animais foram expostos ao MP2.5 e submetidos ao 

treinamento físico em intensidade moderada e intensa cronicamente durante 12 semanas, e 

não apresentaram alterações na atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD no tecido 

cardíaco e pulmonar. Porém, foram mensurados maiores níveis de lipoperoxidação no coração 

nos grupos que se exercitaram e inalaram MP (MOD-MP2,5 e INT-MP2,5) quando comparado 

com o grupo sedentário que inalou MP2,5. No pulmão a lipoperoxidação foi maior no grupo 

INT-MP2,5 do que os demais grupos.  

O tecido cardíaco parece ser mais suscetível a efeitos oxidativos quando comparado 

com o tecido pulmonar, em experimentos crônicos com MP2.5 (DAMIANI et al., 2012). Em 

nosso trabalho o tecido cardíaco foi afetado pela inalação de MP em ambas as intensidades de 

exercício, enquanto que o pulmão só foi afetado pela alta intensidade de treinamento 

concomitante a inalação de MP, corroborando com a hipótese de que há uma suscetibilidade 

maior do coração a dano oxidativo causado pela inalação de MP. Além disso, o tecido 

cardíaco parece ser muito afetado neste modelo de exposição precoce (com 21 dias de idade) 

ao MP (DAMACENO-RODRIGUES, 2009) e outros tecidos podem ser afetados pela 

exposição crônica ao MP (ZANCHI et al., 2010, GOETTEMS-FIORIN et al., 2016).  
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As diferenças observadas entre os estudos podem estar relacionadas no mínimo a 6 

fatores: modelo animal escolhido (rato x camundongo), tipo de poluente (ROFA vs MP2,5) e 

temporalidade da exposição ao poluente (3 dias vs 12 semanas) e período do treinamento (10 

semanas em animais adultos vs 12 semanas em animais logo após desmame), método de 

treinamento (não periodizado vs periodizado) e tempo de coleta de material biológico para 

análise após ultimo desafio (imediatamente após exercício/MP2.5 vs 48 horas após). Mas, 

fundamentalmente, o efeito protetor do treinamento contra o estresse oxidativo causado pelo 

MP2.5, observado no trabalho de Petry (2011), não foi observado  neste estudo. Tendo em 

vista que as adaptações antioxidantes do treinamento físico são mais evidentes quando as 

análises são realizadas após um desafio, e que, em nosso estudo os dados referentes ao estado 

redox são referentes a um estado de repouso coletados 48 horas após a última sessão de 

treinamento e exposição ao MP2.5, os benefícios antioxidantes do exercício que poderiam ser 

mais evidentes se coletado amostras biológicas imediatamente após a ultima sessão de 

treinamento, não sendo evidentes em condições basais. Em conjunto, estes dados demonstram 

que, cronicamente, a exposição ao MP2.5 durante o esforço pode representar risco a saúde 

cardiopulmonar. 

As HSPs são geralmente referidas como proteínas de estresse celular, devido à alta 

expressão proteica destas, verificada diante de uma grande variedade de desafios fisiológicos 

e ambientais. A resposta celular ao estresse, expressando HSPs, é considerada uma estratégia 

primitiva e importante na própria evolução das espécies (FEMKE, 2010). Neste sentido, além 

da expressão de HSPs, a exportação de HSP70 para o ambiente extracelular (eHSP70) é 

considerado como um sinal de alerta do sistema imunológico (DAVIES,2006). Portanto, há 

um crescente interesse em estudar as eHSPs como sendo parte dos “Padrões Moleculares 

Associados a Dano Celular” (DAMPs, do termo original em inglês Damage-Associated 

Molecular Patterns (DAMPs). Ou ainda, as eHSPs podem ser consideradas como causadoras 

das respostas DAMPs, devido a seu caráter pró-inflamatório, chamada então de DAMPERs. 

(WILLEM, 2012).  

Neste trabalho, os níveis plasmáticos de eHSP72, não foram alterados pelo 

treinamento moderado ou intenso. Até mesmo, foram observados valores absolutos menores 

(INT = 0,76 ng/ml) que o grupo sedentário (CON = 1,24 ng/ml), uma diferença de 39%, 

porém não significativa (P = 0,0826). Tendo as eHSP70 ações pró-inflamatórias, a redução 

destes valores, acompanhado pela ausência de danos oxidativos neste grupo, sugerem um 

efeito anti-inflamatório do treinamento físico, mesmo que intenso (PETERSEN, 2005). Além 
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disso, o plasma dos animais foi coletado 48 horas após a última sessão de treinamento para 

evitar a interferência de uma resposta aguda do exercício. Ou seja, o treinamento físico per se, 

independente da intensidade, não representou uma situação de alerta imunológico, capaz de 

gerar um aumento crônico nos níveis de eHSP70, caracterizando estresse físico elevado dos 

animais (HECK et al, 2011).  

 Por outro lado, neste trabalho foi observada a resposta celular ao estresse 

característica (aumento de eHSP72 no plasma para 2,78 ng/ml) induzida pela inalação crônica 

e de baixas concentrações de MP2,5 em camundongos sedentários (grupo MP2,5). O 

treinamento moderado combinado com a exposição ao MP2.5 não influenciou este efeito, 

mantendo elevadas as concentrações plasmáticas de eHSP72 nos animais (MOD+MP2,5 = 

2,38 ng/ml) e portanto, mantendo a resposta ao estresse diante da exposição crônica ao MP2.5 

e apresentando elevados níveis de lipoperoxidação cardíaca. Por outro lado, o treinamento 

intenso combinado ao MP2.5 não apresentou esse aumento nas concentrações de eHSP72 

(INT+MP2.5 = 1,01ng/ml). Este resultado pode ser interpretado de duas formas: a) O 

treinamento intenso combinado com MP2.5 foi capaz de evitar uma resposta de estresse 

característica (aumento de eHSP72 pela inalação de MP2,5) o que indicaria um efeito protetor 

(não obtido pelo treinamento moderado) ou b) o treinamento intenso combinado com MP2,5 

representa um excesso de desafio a homeostase do organismo, de modo que levou a falência 

da resposta ao estresse, não aumentando os níveis de eHSP72, representando um risco ao 

organismo. 

 No trabalho realizado com sistema de exposição in vitro, examinando o tempo de 

exposição (1, 3, 6, 9, e 24 h após a exposição) e os efeitos sobre células bronquiais expostas a 

partículas, foi observado que os níveis de eHSP70 aumentaram imediatamente após a 

exposição de partículas, e este efeito persistiu por várias horas, relacionada a citotoxicidade 

aumentada em 24h (HAWLEY, 2014). Este efeito já foi observado diante de exposição ao 

MP2.5 in vivo porém de forma aguda e em altas concentrações de partículas (BALDISSERA, 

2014). No mesmo sentido, um estudo realizado com 144 trabalhadores, sendo 96 que 

trabalhavam como frentistas (portanto expostos ao MP) e 48 como caixas de posto de 

gasolina, demonstra que os trabalhadores expostos tiveram indicadores de estresse oxidativo 

no plasma significativamente diferente em comparação com o grupo controle sendo: 

diminuição da atividade da SOD e da GPx e aumento de lipoperoxidação plasmática. Além 

disso, os níveis de eHSP70 plasmático no grupo exposto (2,77±0,64 ng / ml) foi mais elevada 

do que no grupo de controle (2,32±0,87 ng/ml), sendo que os níveis de eHSP70 foram 
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inversamente correlacionados com as atividades de SOD (r = - 0,305) e GPx (r = - 0,302) no 

grupo exposto (P<0,05) e diretamente proporcionais (r = 0,653) aos níveis de MDA no plasma 

(P<0,05), sugerindo que os níveis plasmáticos de eHSP70 podem ser utilizados como um 

biomarcador sensível para trabalhadores expostos a poluentes (XIA, 2016). Este conjunto de 

dados indicam que o treinamento intenso combinado com MP2.5 representa um excesso de 

desafio a homeostase do organismo, de modo que levou a falência da resposta ao estresse, não 

aumentando os níveis de eHSP72, representando um risco ao organismo, expresso pelo 

aumento do estresse oxidativo cardiopulmonar.  

Por outro lado, a exposição crônica ao MP2.5 combinado com outro fator de estresse 

crônico (ingestão de dieta hiperlipídica) já demonstrou diminuir os níveis plasmáticos de 

eHSP72 em camundongos de 1,0 ng/ml (Controles) para 0,6 ng/ml, acompanhados de 

alterações no estado redox cardiopulmonar (SALAMONI, 2014). O treinamento físico, 

principalmente de alta intensidade, já demonstrou ser capaz de diminuir a exportação de 

eHSP72 em indivíduos com insuficiência cardíaca, dados relacionados a uma resposta anti-

inflamatória e de melhora clínica dos pacientes (ULRICH, 2013).  A intensidade do exercício 

é uma condição que influencia na concentração de eHSP72 e na expressão tecidual de HSP70, 

sendo que a resposta a um mesmo estímulo é específica para cada tecido. Neste sentido, a alta 

intensidade de esforço pode apresentar efeito “repressor” sobre a capacidade de adaptação 

fisiológica (BITTENCOURT, 2012). Assim, o nível de esforço realizado pode ser a 

justificativa para os níveis reduzidos de eHSP70 observados nos grupos INT e INT+MP2,5. 

Esses dados indicam que os níveis de eHSP72 mensurados no plasma de camundongos 

exercitados intensamente podem não representar adequadamente o estresse (oxidativo) que 

está ocorrendo no sistema cardiopulmonar pelo MP2.5, não sendo um biomarcador adequado 

para este tipo de avaliação, fundamentalmente em combinação com o exercício físico.  

Em humanos, alguns estudos indicam ainda a possibilidade de diferenciação de 

indivíduos quanto à níveis detectáveis e não detectáveis de eHSP72. Um estudo realizado com 

homens sarcopênicos de idade entre 60 e 75 anos, submetidos a um programa de treinamento 

de força (musculação) durante 16 semanas, indicou níveis detectáveis de eHSP72 em 47% dos 

participantes antes do treinamento. Após o treinamento os níveis de eHSP72 diminuíram pela 

metade e estes resultados foram associados ao aumento da massa muscular. Ou seja, esses 

dados indicam a diminuição de eHSP72 como um efeito benéfico. Nestes sujeitos os níveis de 

marcadores inflamatórios clássicos não foram alterados, o que sugere que as alterações nos 

níveis de eHSP72 (diminuição) podem indicar os efeitos do treinamento físico sobre o 
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aumento da massa muscular, mas não diretamente sobre outros parâmetros (PERREAUT, 

2015). Por outro lado, um estudo transversal que avaliou 140 hipertensos (idade 61±11,1 

anos) indica que a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT foi maior e os níveis de 

lipoperoxidação plasmáticos foram menores em hipertensos ativos com eHSP72 plasmática 

detectável e hipertensos inativos fisicamente e sem eHSP72 detectável têm maior 

concentração sérica de triglicerídeos, representando um risco cardiovascular. Esses resultados 

indicam que os benefícios da atividade física estão relacionados com a presença de eHSP72 

no plasma de hipertensos (MARTINS, 2015).  

No conjunto de nossos dados, os quais apresentam aumento de lipoperoxidação 

cardiopulmonar pela combinação entre exercício e MP2.5, aumento de eHSP72 em exposição 

ao MP2.5, a ausência desse aumento de eHSP72 justamente no grupo com níveis elevados de 

lipoperoxidação pode ser interpretado como um prejuízo na resposta celular ao estresse. Esta 

análise poderá ser futuramente melhor elucidada pela a análise da relação entre o conteúdo 

extracelular e intracelular de HSP70 (eHSP70/iHSP70), pois pode ser um indicativo mais 

representativo para uso das HSP70 como biomarcadores em situações de exercício (HECK, 

2011) e MP2,5 (GOETTEMS-FIORIN et al., 2016). Assim, o conjunto de informações da 

literatura com os nossos dados, indica que a combinação de treinamento e MP2.5 oferece risco 

de estresse oxidativo cardíaco. Este efeito é mais pronunciado na alta intensidade de esforço, 

na qual o pulmão é também afetado.  Sendo a elevação dos níveis de eHSP72 uma resposta 

natural ao estresse diante da exposição ao MP2,5 a ausência desta resposta no grupo 

INT+MP2,5 concomitante ao estresse oxidativo cardiopulmonar indica uma falência da 

resposta celular ao estresse e que os níveis de eHSP72 pode não refletir adequadamente o 

estresse oxidativo cardiopulmonar nesta situação. 
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CONCLUSÃO 

 
Podemos concluir que o treinamento de intensidade moderada ou alta, associado à 

exposição ao MP2.5, causou lipoperoxidação cardíaca. O treinamento de alta intensidade 

associado à exposição ao MP2.5 aumento a lipoperoxidação pulmonar e prejudicou a resposta 

celular ao estresse, demarcado pelo não aumento na concentração da proteína eHSP72 no 

plasma. Em conjunto, esses dados indicam que a realização de treinamento físico exposto ao 

MP2.5 oferece risco ao sistema cardiorrespiratório e que esse risco pode ser dependente da 

intensidade de esforço, podendo não ser detectável pelos níveis de eHSP72 plasmáticos. 

Este trabalho indica que pode haver uma intensidade crítica de exercício físico para 

realização de esforço em ambientes com qualidade do ar inadequada. 
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ABSTRACT 1 

Exposure to fine particulate matter (PM2.5) air pollution is a risk factor for lung and heart diseases. Inhalation 2 

of PM2.5 promotes oxidative stress and may induces systemic stress response observed by increased plasma 3 

extracellular 72 kDa heat shock proteins (eHSP72) levels, with pro-inflammatory roles. In other hand, regular 4 

exercise training can promotes antioxidant and anti-inflammatory benefits. We argue whether the combination 5 

of exercise training and PM2.5 exposure would be related to modification in oxidative stress profile and stress 6 

response, particularly in cardio pulmonary lipid peroxidation and eHSP72 levels. Male mice (n = 32), 30 days 7 

old,  were randomly divided in 6 treatments for 12 weeks: Control (CON, n = 6), moderate intensity exercise 8 

training (MIT, n = 5, periodized swimming exercise training, until 60min, 5x/wk, with additional 4% weight 9 

workload), high intensity exercise training (HIT, n = 5, periodized swimming exercise training, until 20min, 10 

5x/wk, with additional 8% weight workload), exposed to daily nasotropic instillation of PM2.5 (PM2.5, n = 6), 11 

and combination of moderate or high intensity training with PM2.5 exposure (MIT+PM2.5, n= 5  and HIT+PM2.5 12 

n = 5, respectively). Were evaluated: body weight, blood lactate concentration, glycemic profile, heart and lung 13 

oxidative stress biomarkers and plasma eHSP72 concentration. We found increased heart lipid peroxidation 14 

levels in both exercise plus PM2.5 groups (MIT+PM2.5 and HIT+PM2.5). HIT+PM2.5 also showed an increase in 15 

lung lipid peroxidation levels. PM2.5 exposure promotes a ~2 fold increase in eHSP72 levels but this effect was 16 

not observed in HIT+PM2.5 group. We conclude that exercise training and PM2.5 exposure combination promotes 17 

cardiopulmonary oxidative stress and avoid stress response dependent on exercise intensity.  18 

 19 

Keywords  20 

Fine particulate matter, exercise, heat shock proteins, oxidative stress 21 
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INTRODUCTION 1 

Inhalation of fine particulate matter (PM2.5) induces inflammation in the lungs, promoting 2 

abnormalities of the epithelial barrier permeability, impaired respiratory function and induces the secretion of 3 

pro-inflammatory mediators, as well as lung tissue damage14. PM2.5 can directly translocate into the blood 4 

stream and mediated by pulmonary inflammatory response affects autonomic nervous system cardiovascular 5 

modulation8,36. Also can deposit on vascular endothelium and promotes inflammation, corroborant 6 

atherosclerotic and thrombus formation. Thus lung and heart are high susceptible target organs to PM2.5 7 

exposure effects, as showed by lung and cardiac function deterioration8. For these effects epidemiological 8 

studies have related exposure of PM2.5 to an increase in emergency room visit, morbidity and mortality by 9 

respiratory and cardiovascular diseases 5,7 .  10 

Several reports have associated PM2.5 to induced oxidative stress to adverse effects in the respiratory 11 

system14,34,35,37. Also, PM2.5 inhalation promotes cardiovascular injuries by direct and/or indirect actions6,11,20,36. 12 

Into the bloodstream particles causing systemic inflammation via oxidative stress 45 and lung reflexes which 13 

initiates alterations in autonomic nervous system, increasing heart oxidative stress 16,36. Pro-oxidant state of the 14 

organism was related with increasing levels of plasma 72 kDa heat shock proteins (eHSP72) 10,13. Under 15 

stressful conditions (e.g. environmental challenges), cells respond by synthesizing and releasing eHSP72, which 16 

in the extracellular space the eHSP72 activates pro-inflammatory pathways and is associated to oxidative stress 17 

conditions 23 and is correlated to cardiovascular complications and severity of cardiac diseases 3,22. 18 

Pulmonary damage elicited by particle inhalation is augmented during exercise 4,15,40-42, by increasing 19 

the deposition in lungs 38,39. Additionally, high intensity exercise can be associated to an increase in free radical 20 

production and thus to transient oxidative stress 17, related to fatigue 19 and an “open window” for upper 21 

respiratory symptoms of infections or lung injury. Also, systemic oxidative stress and inflammation induced by 22 

the particles might have a negative impact on cardiovascular function and decrease physical performance 9. 23 

Chronic exposure to outdoor traffic pollution has been suggested to be associated with decreases in physical 24 

capacity and increases in risk of abnormal cardiovascular functionality during exercise 44. In this way, we 25 

recently observed that the intratracheal administration of high amount of particles before a moderate intensity 26 

exercise session promotes oxidative stress in lung and heart after a swimming exercise rat protocol20,21.  Also 27 

the eHSP72 release pattern was dependent on exercise intensity and can be related to fatigue 19.  28 
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Since alterations in oxidative stress and eHSP72 can mark the process of tissue and systemic injury, 1 

we used these variables to investigate the effects of combination of regular exercise training and exposure to 2 

PM2.5. We hypothesized that exposure to PM2.5 affects differently sedentary and trained mice and that the 3 

difference can be observed by eHSP72 levels as biomarker of lung and heat oxidative stress.  4 

 5 

MATERIALS AND METHODS 6 

Animals 7 

Male (n=32) 30 days old B6.129SF2/J mice (approximately 18 g), from Animal Facility of Regional 8 

University of the Northwestern Rio Grande do Sul State (UNIJUÍ) were kept in semi-metabolic cages, under 9 

controlled conditions of temperature (22 ± 2 ºC) and light-dark cycles (light from 7:00 a.m. to 7:00 p.m.). The 10 

animals received water and diet ad libitum. This protocol was approved by the Animal Ethics Committee of 11 

UNIJUÍ (CEUA 011/13). 12 

 13 

Experimental Design 14 

The mice were randomly divided in 6 treatments for 12 weeks: Control (CON, n = 6), moderate 15 

intensity exercise training (MIT, n = 5, periodized swimming exercise training, until 60min, 5x/wk, with 16 

additional 4% weight workload), high intensity exercise training (HIT, n = 5, periodized swimming exercise 17 

training, until 20min, 5x/wk, with additional 8% weight workload), exposed to daily nasotropic instillation of 18 

PM2.5 (PM2.5, n = 6), and combination of moderate or high intensity training with PM2.5 exposure (MIT+PM2.5, 19 

n= 5  and HIT+PM2.5 n = 5, respectively). 20 

PM2.5, MIT+PM2.5 and HIT+PM2.5 groups received intranasal instillation of PM2.5 (5 µg/10 µL) daily, 21 

while Control, MIT and HIT groups received saline solution, for 12 weeks. Experimental design that 22 

characterizes the sub-chronic protocol is summarized in table 1. Sub-chronic exposure can be defined as the 23 

repeated exposure by inhalation route for more than 30 days up to 90 days, in typically used laboratory animal 24 

species. 25 

 26 

Characterization of Particulate Matter 27 
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The pollutant used in the experiment was PM2.5, collected in polycarbonate filter through a gravimetric 1 

collector, on the terrace of the Faculty of Medicine, University of São Paulo (USP) in São Paulo, Brazil, as 2 

previously described 25. The exposure site was located close to a monitoring station of the State of São Paulo 3 

Sanitation Agency. It is estimated that at least 100,000 vehicles circulate daily on the main and lateral street 4 

(~83% cars, ~10% diesel vehicles, ~6% motorcycles). There are no industries or significant biomass sources in 5 

the surrounding area. Trace element determinations of PM content were carried out by neutron activation 6 

analysis and their concentration were expressed by ng per m3 of air, as follows: As, 12.91±0.53; Br, 8.88±0.39; 7 

Cl, 8.88±0.39; Co, 1.14±0.04; Fe, 1.15±0.03; La, 2.33±0.29; Mn, 27.5±2.2; Sb, 8.73±0.08; Sc, 0.141±0009; Th 8 

0.351±0.050. Likewise, PM sulfur concentration, determined by X-ray fluorescence analysis, was 1.424±0.08 9 

µm/m3. Briefly, after exposure (24 h), the filter was removed and retained particles were obtained by sonication, 10 

with ultrasound bath in seven sessions (50 min each) and resuspended in saline solution at a dose of 5 µg/10 11 

µL. The process of nasotropic instillation was performed once a day (at 1:00 and 2:00 p.m.), for 12 weeks with 12 

an automatic pipette, with 10 µL of solution in the nostril of the animal. This procedure induces apnea reflex 13 

promoting the inhalation of the pollutant 27. 14 

 15 

Body weight, blood lactate and glucose levels 16 

The biometric profile and blood glucose levels of animals were monitored before the randomization, 17 

at the 4th, 8th and 12th week. Body weight was checked with semi-analytical scale. Blood glucose levels were 18 

monitored after 12 hours of fasting measured by Glucometer Optium Xceed (Abbott) (~5 µL of blood) in a 19 

puncture of the distal part of the tail of mice. The results of glycemia were expressed in mg.dL-1 of blood. 20 

Caudal venous lactate concentrations (~25 µL of blood) were determined after exercise in the 5th and 9th week 21 

by Lactate Analyzer (Accutrend®Plus System, Roche). The results were expressed as mmol·L-1. 22 

 23 

Glucose Tolerance Test (GTT) 24 

 The glucose tolerance test was performed in the 12th week of intervention in all animals. Food was 25 

withdrawn in the night before experiments (12 h before). Glycaemia was measured as described above 26 

immediately before and at 30 and 120 min after glucose (1 g/kg in saline solution, i.p.) administration. The 27 

glycemic response during GTT was evaluated by the IAUC method. 28 
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 1 

Tissue Preparation 2 

 At the end of the 12 weeks of intervention, the animals were euthanized. Heart and lungs were 3 

dissected, weighed, freeze-clamped in liquid nitrogen and stored for further homogenization. For the analysis 4 

of antioxidant activity enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) and lipid peroxidation levels. 5 

A portion of the tissues was homogenized in potassium phosphate buffer pH 7.4 containing protease inhibitor 6 

PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl Fluoride, 100 µM). Afterwards, the homogenates were centrifuged at 1200 x 7 

g for 10 min at room temperature and the supernatant fractions were saved for protein determination by the 8 

spectrophotometric method Bradford (1976) 2 of at 595 nm, using bovine serum albumin as standard. 9 

 10 

Lipid peroxidation  11 

Homogenates were precipitated with 10 % TCA, centrifuged, and incubated with thiobarbituric acid 12 

(1:1 V/V) (T5500-Sigma) for 15 minutes at 100°C. TBARS were extracted using butanol (1:1 V/V). After 13 

centrifugation, the absorbance of the butanol layer was measured at 535nm. The amount of TBARS formed 14 

was expressed in nanomoles of malondialdehyde per milligram of protein (nmol MDA/mg prot). 15 

Malondialdehyde standard was prepared from 1,1,3,3,-tetramethoxypropane (Fluka, USA) 13.  16 

Determination of SOD and CAT Activity 17 

SOD activity was performed by inhibition of auto-oxidation of pyrogallol 26. Briefly, in a cuvette, 970 18 

µL of 50 mM Tris/ 1mM EDTA buffer (pH 8.2), 4 µL of catalase (CAT; 30 µM) and 10 µL of homogenate 19 

were added and mixed. After, pyrogallol (24 mM in HCl 10 mM) was added and SOD activity determined at 20 

25ºC in spectrophotometer (420 nm) for 120 s. Results were expressed in units of SOD.mg of protein-1.  21 

In a quartz cuvette, 10 µL of homogenate, 955 µL of phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) were mixed, 22 

and after, 35 µL of hydrogen peroxide (0.01 M) was added and mixed. The decomposition of hydrogen peroxide 23 

by CAT activity was determined at 25°C in spectrophotometer (240 nm) for 120 s. The results were expressed 24 

in Units of CAT.mg protein-1 1.  25 

 26 

Plasma eHSP72 concentration 27 



7 
 

A highly sensitive EIA method (EKS-715, Enzo Life Sciences) was used to determine the amount of 1 

eHSP72 protein in plasma as previously described13. Absorbance was measured at 450 nm, and a standard curve 2 

constructed from known dilutions of HSP72 recombinant protein to allow quantitative assessment of eHSP72 3 

plasma concentration. Quantification was made using a microplate reader (Mindray MR-96A).  4 

 5 

Statistical Analysis 6 

Statistical analysis was developed using One-way analysis of variance (ANOVA). Post hoc multiple 7 

comparisons among groups were performed with the Tukey’s test. All statistical analyzes were performed using 8 

GraphPad Prism 6.0 for Windows. The level of significance was set to P<0.05. Results were expressed as mean 9 

± standard deviation. 10 

 11 
RESULTS 12 
 13 

Animals were submitted to a periodized exercise training and was measured its blood lactate 14 

concentration to confirm the exercise intensity protocol. In the 5th week, when the animals reach 4% of workload 15 

in all exercised groups, the blood lactate concentrations were close to 4.0 mmol/l with no influences of PM2.5 16 

exposure (Figure 1A). From 5th week to 9th the MIT e MIT+MP2.5 remained with 4% load and increased 10 min 17 

per week of exercise until 60 min while HIT e HIT+MP2.5 increased 1% per week of workload until 8%, both 18 

in the 9th week. At this time, as expected the blood lactate concentration was different in MIT vs HIT groups 19 

(Figure 1B). There were no effects of PM2.5 exposure on lactate measurements.   20 

The body weight (Table 2), fast glycaemia (Table 3) and glucose tolerance test response (Figure 2) of 21 

animals were evaluated before the study and on 4th, 8th and 12th week. There were no effects of exercise, PM2.5 22 

or combination of exercise plus PM2.5 on these variables.   23 

We investigated biomarkers of oxidative stress, as CAT and SOD activities and lipid peroxidation 24 

levels on heart and lung as way to provide information about exercise and PM2.5 combination. There were no 25 

differences in CAT and SOD activities in lung and heart tissues (Figure 3A-D).  However, MIT+PM2.5 e 26 

INT+PM2.5 presented higher levels of heart lipid peroxidation levels (Figure 3E). Furthermore, MIT+PM2.5 27 

presented higher levels of heart lipid peroxidation levels than MIT group (Figure 3E). Lung extracted from 28 

HIT+PM2.5 group showed the lipid peroxidation levels higher than all other groups (Figure 3F). 29 
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Plasmatic eHSP72 concentration (Figure 4), a measure for evaluate the heat stress response was not 1 

modified in MIT or HIT groups compared to CON group. However, 12 weeks of PM2.5 exposure promotes ~2 2 

fold increase in eHSP72 levels in sedentary (PM2.5 group). This effect was not observed in HIT+PM2.5 group. 3 

 4 

DISCUSSION 5 

This study was based in swimming exercise animal model propose for mice. Swimming is a natural 6 

behavior of rodents and when rats are submitted to swimming exercise many physiological, biochemical and 7 

molecular responses are able to be measured with a less expensive and simple exercise apparatus 32. However, 8 

swimming exercise model have some particularities depending on water temperature. Hot (42°C) and cold 9 

(20°C) water may promotes hyperthermia and hypothermia in rodents and many authors suggest that 30°C is a 10 

good environment for swimmers Wistar rats and mice (for review see ref. 24). Was previously demonstrated 11 

that exercise in 30°C water did not increase core temperature in rats. Then any heat shock response modification 12 

observed this research was exercise or PM2.5 dependent and did not represent a heat stress situation condition. 13 

In another words the eHSP72 release modifications can be evaluated as treatments effect. The exercise 14 

apparatus, (20cm deep) avoid the jump and dive behavior and allow an energy expend higher than 3 METs and 15 

also to avoid stress behavior (dive and freeze) the adaptation period was included in the protocol 24. These 16 

characteristics are important to confirm the hypothesis that treatments and not a stress condition modulate heat 17 

shock response. 18 

Blood lactate concentration is a classical intensity marker for exercise experiments, in humans and 19 

animal models 12,18. In this study the selected workloads was 4 and 8% of body weight attached to the tail. The 20 

workloads was increased progressively to promotes better and gradual cardiorespiratory adaptations.  MIT 21 

groups (4% workload) showed blood lactate concentration close to 4.0 mmol·L-1 after 20 minutes of exercise 22 

session and HIT groups higher then 5.5 mmol·L-1. Similar protocol suggests that maximum lactate steady state 23 

concentration is close to 5.5 mmol·L-1 observed in 6% workload rats 12 and that 4.89-5.05% of workload 24 

represents the load of metabolic transition, as our data. Continuous swimming with 4% attached to the tail the 25 

effort may represents 65-70% of VO2max 24. Thus, 8% can represents higher intensity as 90% of VO2max. 26 

Summarizing, this study suggest the follow characteristics to the experimental groups: 4% = moderate intensity 27 

and 8% = high intensity exercise training.  28 



9 
 

The majority of experimental studies regarding adverse effects of PM are conducted with rats in resting 1 

condition. Previous studies demonstrated that the effect on pulmonary oxidative stress in particles exposure is 2 

time dependent. Was observed higher levels of lipid peroxidation in lung tissue in rats exposed to urban particles 3 

for 20 continuous hours but, there was no effect in rats exposed for 6 continuous hours or 20 hours intermittently 4 

34. Exposure to urban ambient particles during the 20 minutes of an exercise session results in no modification 5 

in the lung lipid peroxidation or catalase enzyme activity when compared to 20 minutes of exercise in filtrated 6 

air and 60 minutes of exercise exposed to urban ambient particles showed higher levels of lipid peroxidation in 7 

lungs than 20 minutes of exercise in cleaned air21. Also, rats treated with ROFA presented an increase in lipid 8 

peroxidation levels and a decrease in CAT activity on lung tissue20.  In heart, the same study showed an increase 9 

in lipid peroxidation levels without modification on catalase activity. This data represented the acute effects of 10 

combination of PM2.5 and exercise can results in no alteration in antioxidants enzymes but increases lipid 11 

peroxidation in heart and lungs, even the tissues were collected 48 hours after the last exercise with PM2.5 12 

exposure session. 13 

Historically, studies about the effects of exercise on heat shock protein expression have been dedicated 14 

to HSP72 analysis in cardiac or skeletal muscle after exhaustive animal protocols 19,28,31. Have been 15 

demonstrated that 30 minutes after exercise there are an increase in mRNA expression of muscle inducible form 16 

of HSP72. Similar response may be observed in humans, and are related to glycogen depletion and the muscle 17 

heating. This acute heat shock response (intracellular HSP72 content) remained increased 24 hours later acute 18 

exercise session, in according to exercise load 28. 19 

High intensity exercise induced an increase in eHSP72 release by lymphocytes and monocytes19. Since 20 

eHSP72 had been found in the circulation, researchers have commenced to study the correlation between 21 

eHSP72 blood levels and the prognosis in patients suffering from several diseases, usually related to oxidative 22 

stress. While healthy people usually have low plasma levels of eHSP72, the association of increased blood 23 

concentrations of such proteins with illness and disease progression has been hypothesized, including chronic 24 

exposure to the air pollutants 46. Contrarily, longevity and health have been attributed to low levels of plasma 25 

eHSP7243. In this way, oxidative stress, inflammation, cardiovascular disorders and pulmonary fibrosis have 26 

been directly correlated with eHSP72 concentration in the bloodstream 33. These studies suggest that elevation 27 
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of eHSP72 levels could be an important immunoinflammatory response against physiological disorders as 1 

observed in our study in PM2.5 group, but not in HIT+PM2.5 group. 2 

Since HSP72 exist in the extracellular space, molecular interactions with cell surface receptors may 3 

occur and signaling pathways could be triggered in many cell types, whereas there are a variety of receptors to 4 

HSP70 binding, amplifying the possible targets to these extracellular molecules. Physiologically healthy tissues 5 

are supposed to always respond to stress conditions by presenting a strong and convincing heat shock response 6 

which involves the expression of intracellularly cytoprotective HSP72 29,30. Contrarily, a defective heat shock 7 

response, as observed in chronic inflammation-related diseases30. Therefore, the absence of a good eHSP72 8 

response, as inferred from high sensitivity ELISA kit in HIT+PM2.5 group is an indicative that the 12 weeks of 9 

combination of stressful exercise and PM2.5 blunts the danger response of organism. In other words, the release 10 

of eHSP72 as essential response to environmental stress seems to be preserved in both PM2.5, and MIT+PM2.5 11 

groups, which suggest that cardiorespiratory system from that groups are more able than HIT+PM2.5 group to 12 

arm an efficient response, thus avoiding oxidative stress as observed in our data. 13 

 14 

Conclusion  15 

Our data support the hypothesis that exercising regularly exposed to fine particulate air pollution may 16 

predispose cardiorespiratory system to oxidative stress and this effect was exercise intensity dependent. Also 17 

we conclude that combination of exercise training and PM2.5 exposure blunts heat shock stress response 18 

dependent on exercise intensity. Our data indicates that may have a critical intensity to exercising under 19 

inadequately air pollution.  20 

 21 
 22 
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Table 1. Experimental protocol of swimming exercise training combined with fine particulate matter exposure 

Experimental 
groups 

Periodized swimming exercise training protocols 
Fine Particulate Matter 

(PM2.5) exposition protocol 

CON Mice maintained sedentary: 20min in 30°C shallow water (2 cm), 5x/week, 12 weeks. 
Mice received 10 µL of NaCl 
0.9% by intranasal instillation 
daily (7x/week) for 12 weeks 

MIT 

Mice submitted to moderate intensity swimming training in 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weeks. 
Protocol started with 20 min of exercise. In the following weeks the workload increased by additional weight 
attached in mice: 2nd week increased to 1% , in 3rd week increased to 2%, in 4th week to 3% and 5th reached 
4%. In the following weeks the session duration increased 10min/week up to 60 min with 4% reached in the 
9th week. This workload and duration remained unaltered until 12th week. 

Mice received 10 µL of NaCl 
0.9% by intranasal instillation 
daily (7x/week) for 12 weeks 

HIT 

Mice submitted to high intensity swimming training in 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weeks. 
Protocol started with 20 min of exercise. In the following weeks the workload increased by additional weight 
attached in mice: 2nd week increased to 1% , in 3rd week increased to 2%, in 4th week to 3% and 5th reached 
4%. In the following weeks the workload increased 1%/week up to 20 min of exercise with 8% weight 
workload reached in the 9th week. This workload and duration remained unaltered until 12th week. 

Mice received 10 µL of NaCl 
0.9% by intranasal instillation 
daily (7x/week) for 12 weeks 

PM2.5 Mice maintained sedentary: 20min in 30°C shallow water (2 cm), 5x/week, 12 weeks.   

Mice received intranasal 
instillation of PM2.5 (5 µg of 
PM2.5 suspended in 10 µL of 
NaCl 0.9%) daily (7x/week) 
for 12 weeks 

MIT+ PM 2.5 

Mice submitted to moderate intensity swimming training in 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weeks. 
Protocol started with 20 min of exercise. In the following weeks the workload increased by additional weight 
attached in mice: 2nd week increased to 1% , in 3rd week increased to 2%, in 4th week to 3% and 5th reached 
4%. In the following weeks the session duration increased 10min/week up to 60 min with 4% reached in the 
9th week. This workload and duration remained unaltered until 12th week. 

Mice received intranasal 
instillation of PM2.5 (5 µg of 
PM2.5 suspended in 10 µL of 
NaCl 0.9%) daily (7x/week) 
for 12 weeks 

HIT+ PM 2.5 

Mice submitted to high intensity swimming training in 20cm deep water (30°C), 5x/week, 12 weeks. 
Protocol started with 20 min of exercise. In the following weeks the workload increased by additional weight 
attached in mice: 2nd week increased to 1% , in 3rd week increased to 2%, in 4th week to 3% and 5th reached 
4%. In the following weeks the workload increased 1%/week up to 20 min of exercise with 8% weight 
workload reached in the 9th week. This workload and duration remained unaltered until 12th week. 

Mice received intranasal 
instillation of PM2.5 (5 µg of 
PM2.5 suspended in 10 µL of 
NaCl 0.9%) daily (7x/week) 
for 12 weeks 
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Table 2. Body weight of mice submitted to 12 weeks exercise training combined with PM2.5 exposure 

 CON MIT HIT PM 2.5 
MIT 

+PM2.5 
HIT 

+PM2.5 
ANOVA 
(P Value) 

Before 19.0 ± 3.0 18.0 ± 1.8 19.0 ± 1.7 18.5 ± 3.1 17.6 ± 2.3 19.5 ± 2.2 0.825 

4th 
week 

24.6 ± 2.2 23.5 ± 2.7 24.9 ± 0.5 24.9 ± 2.1 23.1 ± 2.3 22.2 ± 4.0 0.410 

8th 
week 

27.3 ± 1.8 24.7 ± 2.5 25.3 ± 0.9 28.1 ± 2.7 27.1 ± 3.0 25.2 ± 3.9 0.874 

12th 
week 

28.0 ± 3.6 26.7 ± 2.2 26.7 ± 2.5 28.7 ± 2.8 27.9 ±2.9 26.0 ± 3.3 0.772 

Body weight (g) expressed in mean ± standard deviation.  CON = Received 10µl saline daily, mantained 
sedentary. MIT  = Trained at moderate intensity. HIT =  Trained at high intensity PM2.5 = Received 5µg of  
PM2.5, mantained sedentary. MIT+PM 2.5 = Trained at moderate intensity receiving 5µg of  PM2.5. HIT+PM 2.5  
= Trained at high intensity receiving 5µg of  PM2.5. (n = 5 - 6 per group). One way Anova. 

 

 

 

Table 3. Fast glycaemia of mice submitted to 12 weeks exercise training combined with PM2.5 exposure 

 CON MIT HIT MP 2.5 
MIT 

+PM2.5 
HIT 

+PM2.5 
ANOVA  
(P Value) 

Before 
120.3 ± 

6.4 
123.6 ± 

23.0 
127.2 ± 

26.2 
116.0 ± 

22.4 
104.8 ± 

37.9 
119.2 ± 

27.4 

0.845 

4th 
week 

112.5 ± 
19.5 

96.2 ± 
23.9 

85.6 ± 
13.7 

104.8 ± 
23.0 

104.0 ± 
14.8 

99.2 ± 
16.6 

0.330 

8th 
week 

102.5 ± 
14.7 

93.4 ± 
14.7 

96.0 ± 
19.6 

94.8 ± 
15.2 

96.2 ± 
15.1 

109.4 ± 
22.0 

0.652 

12th 
week 

91.5 ± 
21.3 

74.0 ± 
10.9 

80.7 ± 
17.0 

 80.1 ± 
8.8 

772 ± 
15.6 

 81.6 ± 
4.0 

0.460 

Fast glycaemia (mg/dl) expressed in mean ± standard deviation.  CON = Received 10µl saline daily, mantained 
sedentary. MIT  = Trained at moderate intensity. HIT =  Trained at high intensity PM2.5 = Received 5µg of  
PM2.5, mantained sedentary. MIT+PM 2.5 = Trained at moderate intensity receiving 5µg of  PM2.5. HIT+PM 2.5  
= Trained at high intensity receiving 5µg of  PM2.5. (n = 5 - 6 per group). One way Anova. 
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Figure 1. Effects of exercise training combined with fine particulate matter exposure on blood lactate 
levels.  Blood lactate levels (mmmol/L) expressed in mean ± standard deviation.  MIT = Trained at moderate 
intensity. HIT = Trained at high intensity. MIT+PM2.5 = Trained at moderate intensity receiving 5µg of  PM2.5. 

HIT+PM2.5  = Trained at high intensity receiving 5µg of  PM2.5. (n = 5 - 6 per group). *vs MIT and  MIT+PM2.5 
(P = 0.039) One way Anova and Tukey post hoc test. 
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Figure 2. Effect of 12 weeks exercise training combined with PM2.5 exposure on Glucose Tolerance Test 
in mice. Glucose tolerance test (GTT) expressed in mean ± standard deviation (A) Before experiment (B) 4th 
week (C) 8th week (D) 12th week. n=5-6 per group. P< 0.05. One way Anova. 
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Figure 3. Effect of 12 weeks exercise training combined with PM2.5 exposure on oxidative stress profile 
in mice. Data expressed in mean ± standard deviation.  Superoxide Dismutase activity in Heart (A) and Lung 
(B). Catalase activity in heart (C) and Lung (D). Lipid peroxidation levels in heart (E) and lung (F). CON = 
Received 10µl saline daily, mantained sedentary. MIT = Trained at moderate intensity. HIT = Trained at high 
intensity PM2.5 = Received 5µg of  PM2.5, mantained sedentary. MIT+PM2.5 = Trained at moderate intensity 

receiving 5µg of  PM2.5. HIT+PM2.5  = Trained at high intensity receiving 5µg of  PM2.5. (n = 4 - 6 per group). 

**vs CON, MIT and PM2.5 groups (P = 0.001). *vs All groups ( P = 0.014) One way Anova and Tukey post 
hoc test. 
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Figure 3. Effect of 12 weeks exercise training combined with PM2.5 exposure on plasma eHSP72 
concentration in mice. Data expressed in mean ± standard deviation.  CON = Received 10µl saline daily, 
mantained sedentary. MIT = Trained at moderate intensity. HIT = Trained at high intensity PM2.5 = Received 
5µg of  PM2.5, mantained sedentary. MIT+PM2.5 = Trained at moderate intensity receiving 5µg of  PM2.5. 

HIT+PM2.5  = Trained at high intensity receiving 5µg of  PM2.5. (n = 4-6 per group). *vs CON, MIT, HIT and 

HIT+PM2.5  ( P = 0.031) One way Anova and Tukey post hoc test. 
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either an erratum will be placed with the article or in severe cases complete retraction of the article 
will occur. The reason must be given in the published erratum or retraction note.  
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Compliance with Ethical Standards 
To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical and 
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See below examples of disclosures: 
Funding: This study was funded by X (grant number X). 
Conflict of Interest:  Author A has received research grants from Company A. Author B has received a speaker 
honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a member of committee Z.  
If no conflict exists, the authors should state:  



28 
 

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest. 
Research involving human participants and/or animals 
1) Statement of human rights 
When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement that the studies have 
been approved by the appropriate institutional and/or national research ethics committee and have been 
performed in accordance with the ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its 
later amendments or comparable ethical standards. 
If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki Declaration or 
comparable standards, the authors must explain the reasons for their approach, and demonstrate that the 
independent ethics committee or institutional review board explicitly approved the doubtful aspects of the study.  
The following statements should be included in the text before the References section: 
Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants were in accordance with 
the ethical standards of the institutional and/or national research committee and with the 1964 Helsinki 
declaration and its later amendments or comparable ethical standards.” 
For retrospective studies, please add the following sentence: 
“For this type of study formal consent is not required.” 
2) Statement on the welfare of animals 
The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on animals, authors 
should indicate whether the international, national, and/or institutional guidelines for the care and use of animals 
have been followed, and that the studies have been approved by a research ethics committee at the institution 
or practice at which the studies were conducted (where such a committee exists).  
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Ethical approval:  “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the care and use of 
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If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving animals were in 
accordance with the ethical standards of the institution or practice at which the studies were conducted.” 
If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors, please select one of 
the following statements: 
“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the authors.” 
“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.” 
“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any of the authors.” 
Informed consent 
All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in studies have, for 
example, the right to decide what happens to the (identifiable) personal data gathered, to what they have said 
during a study or an interview, as well as to any photograph that was taken. Hence it is important that all 
participants gave their informed consent in writing prior to inclusion in the study. Identifying details (names, 
dates of birth, identity numbers and other information) of the participants that were studied should not be 
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informed consent for publication. Complete anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed 
consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye region in photographs of 
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anonymity, such as in genetic profiles, authors should provide assurance that alterations do not distort scientific 
meaning. 
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Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants included in the study.”  
If identifying information about participants is available in the article, the following statement should be 
included: 
“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom identifying information 
is included in this article.” 
After acceptance 
Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at Springer’s 
web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order 
OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.  
Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you will receive the 
proofs. 
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based article, but in addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.  
Copyright and license term – CC BY 
Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In opting for 
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