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INTRODUCAO

A inatividade fisica, associada ao grande consumo de alimentos hipercaloricos vem tornando
a populagdo cada vez mais predisposta ao desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis,
como a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (ABESO, 2016). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude — OMS (2016), o nimero estimado de pessoas no mundo vivendo com DM2 ¢ de
415 milhdes, e para o ano de 2040 os valores estimados sdo de 642 milhdes, sendo o Brasil o 8° pais
com a maior prevaléncia desta doenga.

A atividade fisica ¢ reportada como uma estratégia na melhora do controle glicémico e
da resisténcia a insulina em pacientes com DM2 (YANG et al., 2014). O exercicio fisico, leva a
diminuicdo de gordura corporal e consequentemente de citocinas pré inflamatorias desencadeando a
diminui¢do da resisténcia a insulina (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Além disso, exercicio fisico
aumenta a captagdo de glicose no musculo esquelético, por diferentes mecanismos moleculares,
assim, auxiliando no controle glicémico (HAYASHI, 1997).

Em situagdes de estresse celular, como no exercicio fisico, uma familia de proteinas, as
Heat Shock Proteins (HSP) tem um aumento em sua expressdo, dentre as proteinas desta familia
podemos destacar a HSP de peso molecular 70kDa (HSP70), a qual possui fun¢do chaperona
(MADDEN et al., 2008). A HSP70, quando localizada intracelularmente, desempenha um papel
anti-inflamatorio, auxiliando no controle da obesidade e resisténcia a insulina, entretanto, quando
localizada no ambiente extracelular (eHSP70) tem sido relacionada a uma piora na sensibilidade a
insulina (CHUNG et al., 2008).

O estresse fisiologico causado no organismo pelo exercicio fisico resulta em mudangas
nos parametros hematologicos, que tem em resposta a este estressor o aumento de leucdcitos e de
eritrocitos (BHATTI; SHAIKH, 2007). Alteragcdes hematoldgicas, como nas séries de células brancas
(leucocitos) vem sendo associadas ao quadro imunoinflamatorio da obesidade e 0 DM2 (MBATA et
al., 2015). A relacdo entre a contagem de neutréfilos e de linfocitos (RNL) ja foi avaliada como sendo

o VRPGPE !
OBJ ETIVS‘::‘?S VICE-REITORIA
DE DESENVOLVIMENTO DE POS-GRADUACAO,

SUSTENTAVEL PESQUBA E EXTENSAO



’ »
INTELIGENCIA

SALAO DO  unuui2020 >4, ARTIFICIAL:

A NOVA FRONTEIRA DA

CONHECIMENTO —

20 A 23 DE OUTUBRO EEEEEEEE 1JUi | SANTA ROSA | PANAMBI | TRES PASSOS N

Evento: XXVIII Seminario de Iniciagdo Cientifica
ODS: 3 - Saude e Bem-estar

uma possivel medida para a inflamagao, sendo uma razao facilmente obtida (OKYAY et al., 2013).
Desta forma, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar os efeitos do treinamento fisico nas concentracdes de
eHSP70, na série leucocitaria e na glicemia de animais resistentes a insulina.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental - Foram utilizados 12 ratos machos da linhagem Wistar que
tinham entre oito e nove semanas, provenientes do Biotério da UNIJUI. Este projeto foi aprovado na
Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA-UNIJUI sob Protocolo N° 01/2015.

Os animais foram divididos em 3 grupos: grupo Controle (C, n = 3), composto por animais
que receberam dieta padrdo, contendo 11,4% de gordura, que foram mantidos sedentarios durante
todo o experimento; Grupo dieta hiperlipidica (D, n = 6) composto por animais que receberam
dieta hiperlipidica (DHL) contendo 58,3% de gordura que foram mantidos sedentarios durante todo
o periodo experimental, e grupo Dieta + Exercicio (DE, n = 3) que recebeu DHL durante todo o
experimento, e na 12 semana foi iniciada a intervencdo de Exercicio Fisico cinco vezes por semana,
durante 8 semanas.

Treinamento Fisico: O treinamento do grupo DE foi realizado a partir da 12° semana,
durante 8 semanas, 5 vezes por semana, com duracdo de 20 minutos por dia. Para isso, foi utilizada
uma esteira rolante com uma inclinagdo de 7° e velocidade de 12 m/min, correspondendo a uma
intensidade de exercicio moderada.

Teste de Tolerancia a Glicose (GTT): O GTT foi realizado antes do inicio das dietas, apos
12 semanas de dieta (DHL e convencional), e apds os tratamentos (20* semana). Esse procedimento
teve como objetivo verificar a resposta dos animais a uma sobrecarga de glicose. Para isso, os
animais foram submetidos a um periodo de jejum de 12h e uma solugdo de glicose diluida em soro
fisiologico foi administrada por via intraperitoneal (1g/kg). A glicemia dos animais foi verificada
por puncao venosa na parte distal da cauda e a concentragdo de glicose sanguinea foi verificada com
glicosimetro antes da administragcdo da solugdo de glicose (T=0), e 15 (T=15), 30 (T=30) e 120 (T =
120) minutos apos a administracdo da mesma. A glicemia foi apresentada em mg de glicose/dL de
sangue.

Dosagem de eHSP70: As concentragdes de HSP70 foram determinadas no plasma com o uso
de kit especifico ultrassensivel Kit Enzo Life Sciences EKS-715 e RCYTO-80K-MILLIPLEX MAP
rat (MILLIPORE) (ELISA).

Leucograma: Para a realizagdo do leucograma, o sangue dos animais foi coletado por
puncdo caudal e acondicionado em tubo com anticoagulante (EDTA). Foi utilizado um analisador
hematologico Micros 60 (HORIBA) para obter os pardmetros: Contagem de leucocitos (WBC)
e contagem relativa de absoluta de leucocitos (neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, basodfilos e
eosinéfilos), sendo analisadas em triplicata. Apds, foram realizadas distensdes hematoldgicas em
lamina, corados com coloracdo Giemsa May Grunwald e avaliados por profissional com experiéncia
na area hematoldgica.

Relacdo Neutrofilo Linfécito (RNL): Para a determinacdo da RNL, foram divididos a
contagem absoluta de neutréfilos pela contagem absoluta de linfécitos.

Analise Estatistica - Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 7 e expressos
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como média e desvio-padrdo. Para as andlises do GTT, da HSP, dos hemogramas e da razao
neutrofilo linfécito foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido de pos teste de
Tukey. Foi considerado diferenga estatistica de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Abaixo podemos ver os graficos do GTT da 1* semana (Figura 1a) e AUC da 1* semana
(Figura 1b), ou seja, antes do inicio das dietas e intervengdes nos animais. Foi verificado no GTT da
1? semana que o grupo C teve um maior pico glicémico 15 minutos ap6s a administragao de glicose,
porém a resposta final de todos os animais foi semelhante, o que demonstra que todos os animais se
encontravam com uma resposta final idéntica a sobrecarga de glicose. Na AUC da 1* semana nao foi
encontrado diferengas entre os grupos.
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Figura 1. GTT e AUC realizados antes de qualquer intervengdo. Nos grupos C (n=3) D (n=6) DE (n=3). Cvs D *; C vs
DE f. P <0,05.

Na 12* semana de experimento, apos 12 semanas de consumo das dietas, foi encontrado
no GTT (Figura 2a) um maior pico glicémico nos animais do grupo D nos tempos 15 e 30 minutos
apos a administragdo de glicose, € também no grupo DE no tempo 30 min ap6s a administracao de
glicose, porém esta diferenca ndo foi evidenciada na AUC (Figura 2b).
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Figura 2. GTT e AUC realizados ap6s 12 semanas de consumo das dietas. Nos grupos C (n=3) D (n=6) DE (n=3). C vs
D *; C vs DET. P <0,05.

No GTT da 20* Semana (Figura 3a), o grupo D apresentou diferenga do grupo C 15 minutos
apos a administra¢do de glicose, e dos grupos C e DE 30 minutos apds a sobrecarga de glicose.
Ainda, no grafico da AUC (Figura 3b) ¢ possivel verificar que o grupo D mostrou-se diferente do
grupo C, o que nao ocorre com o grupo DE, demonstrando que o exercicio fisico foi capaz de reverter
esta piora da resposta a sobrecarga de glicemia nos animais. O exercicio fisico como uma alternativa

s VRPGPE ’
OBJETIV..:S VICE-RETORIA
DE DESENVOLVIMENTO DE POS-GRADUACAO,

SUSTENTAVEL PESQUBA E EXTENSAO



’ »
INTELIGENCIA

ARTIFICIAL:

A NOVA FRONTEIRA DA
CIENCIA BRASILEIRA

SALAO 00 v = >,
CONHECIMENTO —

20 A 23 DE OUTUBRO I I[JUi | SANTA ROSA | PANAMBI | TRES PASSOS HR
Evento: XXVIII Seminario de Iniciagdo Cientifica
ODS: 3 - Saude e Bem-estar

para a reducdo da glicemia ja foi observado em diferentes estudos, principalmente pelo fato de o
exercicio fisico aumentar a captagdo de glicose muscular (MARTIN et al., 1995).
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Figura 3. GTT e AUC realizados apds 20 semanas de consumo das dietas e 8 semanas de interveng@o no grupo DE. Nos
grupos C (n=3) D (n=6) DE (n=3). C vs D *; D vs DE $. P <0,05.

Na figura 4 ¢ possivel observar a expressao de HSP 70 extracelular (¢eHSP70) nos grupos
Controle (C), Dieta (D) e Dieta + Exercicio (DE), nos quais ndo houve diferenga estatistica entre os

grupos.
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Figura 4. eHSP70 plasmatica dos grupos experimentais: Controle (C) n=3, Dieta (D) n=6, e Dieta + Exercicio (DE) n=3.

O leucograma realizados na 12* semana (Tabela 1) apresentou diferenca entre os grupos C e
DE no parametro Neutrofilos.

Grupo WBC Neutrofilos Monécitos Linfécitos Basofilos Eosinofilos
C 52 0.264 0.167 4.743 0 0.026
D 5.46 0.567 0.2472 4.674 0 0.0474
DE 7.6 1.14% 0.37 6.024 0 0.066

Tabela 1. Leucogramas realizados na 12* semana (Unidades 103/mm3). Nos grupos C (n=3), D (n=6) e DE (n=3). C vs
DE f. P <0,05.
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Na 20" Semana (Tabela 2) ndo houve diferenca estatistica nos parametros avaliados entre
0S grupos.

Grupo WBC Neutrofilos Monécitos Linfécitos Basofilos Eosinofilos
C 4.666 0.22 0.132 4.016 0 0.044
D 5.85 0.2925 0.204 4.784 0 0.0585
DE 6.666 0.3 0.19 5.298 0 0.06

Tabela 2. Leucogramas realizados na 20* semana (Unidades 10*/mm?). Nos grupos C (n=3), D (n=6) ¢ DE (n=3). P
<0,05.

Quando avaliada a RNL na 12°* semana (Figura 5a), observa-se que ambos os grupos que
consumiram dieta hiperlipidica apresentaram este parametro inflamatério superior ao grupo C,
evidenciando o estado proinflamatério causado pelo consumo desta dieta. De acordo com Sighieri
(1999) quando realizada a RNL logo ap6s uma sessdo de exercicio, estes, assim como encontrados no
consumo de dieta hiperlipidica, também tem seus valores aumentados, mostrando um efeito agudo
inflamatorio gerado por este estressor.
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Figura 5. Relagao Neutrofilo Linfécito realizada na 12* Semana (5a) e na 20* Semana (5b). Nos grupos C (n=3), D (n=6)
e DE (n=3). Cvs D *; Dvs DE $, C vs DE . P <0,05.

Porém, apos 8 semanas de exercicio (figura 5b) o grupo DE teve uma redugdo deste valor
quando comparado ao grupo D, diferenca também evidenciada entre os grupos C e D, mostrando
que apos um periodo de adaptacdo ao exercicio, a RNL apresentou um menor valor, evidenciando o
potencial antiinflamatorio do exercicio cronico frente a dieta hiperlipidica.

Desta forma, os resultados indicam que em resposta ao consumo da dieta hiperlipidica
os animais desenvolveram resisténcia insulinica, assim como um aumento no quadro
imunoinflamatério. A realizagdo de 8 semanas de treinamento fisico (grupo DE), demonstra que a
intervencao foi capaz de reverter parcialmente este quadro inflamatério demonstrado pela RNL, além
de melhorar a resposta a sobrecarga de glicose.
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Concluimos que o treinamento fisico ¢ benéfico para a melhora do estado inflamatorio e
diminuicdo da resisténcia a insulina causados pela dieta hiperlipidica.
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