|I y XX1Il Semindrio de Iniciacdo Cientifica
’ . XX Jornada de Pesquisa

SALAO DO urawi 70156., / XVl Jornada de Extensao

L]
CONHECIMENT - V Mostra de Iniciagao Cientifica Jinior
V Seminario de Inovagao e Tecnologia

Modalidade do trabalho: Relatério técnico-cientifico
Evento: XXIII Seminario de Iniciacdo Cientifica

HSP70 CARDIOPULMONAR DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS CRONICAMENTE
A INGESTAO DE DIETA HIPERLIPIDICA E A EXPOSICAO AO MATERIAL
PARTICULADO?

Guilherme Wildner?, Pauline Brendler Goettems Fiorin®, Bethania Salamoni Grochanke?,
Fernanda Giesel Baldissera®, Thiago Gomes Heck®, Mirna Stela Ludwig’.

! Pesquisa Institucional desenvolvida do Departamento de Ciéncias da Vida, pertencente ao Grupo de Pesquisa em
Fisiologia (GPeF), no laboratdrio de Ensaios Bioldgicos da UNIJUI, durante o periodo de bolsa PROBIC/FAPERGS
2014-2015.

2 Académico do curso de Ciéncias Bioldgicas - UNIJUI, Grupo de Pesquisa em Fisiologia - GPeF, Bolsista de
Iniciagdo Cientifica PROBIC/FAPERGS, wildner.gw@gmail.com

3 Grupo de Pesquisa em Fisiologia - GPeF, Professora do Departamento de Ciéncias da Vida - UNIJUI, Doutoranda
em Ciéncias da Saude - UFCSPA

4 Grupo de Pesquisa em Fisiologia - GPeF, Mestre em Ciéncias da Salde - UFCSPA

5> Grupo de Pesquisa em Fisiologia - GPeF, Doutoranda em Ciéncias da Salide - UFCSPA

® Grupo de Pesquisa em Fisiologia (GPeF), Programa de P6s-Graduagdo em Atencio Integral a Satide (PPGAIS),
Departamento de Ciéncias da Vida (DCVida), Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
(UNIJUI)

" Grupo de Pesquisa em Fisiologia (GPeF), Programa de Pds-Graduagdo em Atencéo Integral a Salide (PPGAIS),
Departamento de Ciéncias da Vida (DCVida), Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
(UNIJUI)

INTRODUCAO

Exposicdo cronica a poluicdo atmosférica, especialmente ao material particulado (MP), é fator de
risco importante para morbidade e mortalidade (POPE Il1 et al., 2002). A prevaléncia de altos niveis
de MP no ar é um sério problema de salude publica, evidenciado pela associacdo entre
concentracdes elevadas de MP e aumento da incidéncia de doencas e mortes causadas por
problemas cardiopulmonares (POPE Ill, 2000).Particulas do MP com diametro menor que 2,5
&#956;m (MP2,5) apresentam potencial risco de deposi¢do nos alvéolos, podendo causar danos
pulmonares, bem como atingir demais tecidose, assim, promover acéo sistémica (KIM et al., 1994).
Estudos atuais tém relacionado a exposicdo aguda a poluicdo atmosférica com o aumento da taxa de
admissdo em hospitais por eventos cardiovasculares. A exposi¢do a curto prazo ao MP2,5 esta
relacionada a hospitalizacdo por insuficiéncia cardiaca, infarto do miocéardio e sindrome coronariana
aguda (SANCINI et al., 2014; FRANCHINI; MANUCCI, 2011).

Atualmente, além dos fatores nocivos ambientais, a populacdo também esta exposta aos efeitos
nocivos dos seus habitos comportamentais, nos quais destacam-se, principalmente, os fatores
alimentares e o sedentarismo. Sobrepeso e obesidade sdo os principais fatores de risco para um
grande numero de doengas crénicas, incluindo as doencgas cardiovasculares, cancer, e também
doengas metabolicas, como o diabetes. Antes considerados problemas apenas de paises com alta
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renda, o sobrepeso e a obesidade apresentam-se, atualmente, sob dramatica ascensdo em paises de
média e baixa renda, especialmente nas regides urbanas (WHO, 2015).

Os individuos obesos estdo particularmente mais suscetiveis a problemas cardiovasculares causados
por poluicdo atmosférica, uma vez que ela contribui para o aumento da morbidade por doengas
associadas ao estresse oxidativo, além do que, obesos tem sua capacidade de defesa antioxidante
debilitada. Em adicdo, evidéncias recentes sugerem que individuos obesos inalam mais ar por dia do
que individuos de peso normal (BROCHU; BOUCHARD; HADDAD, 2013).

A exposicéo a poluicdo atmosférica associada a condi¢des de sobrepeso e obesidade configuram um
quadro de desbalanco redox e inflamatdrio no organismo.Este quadro pode prejudicar a capacidade
antioxidantedas células, tornando-se insuficientes no combate a situacGes pro-oxidantes e, assim,
pode desencadear dano oxidativo em suas estruturas. Esse desequilibrio exige que o organismo
ative vias de defesa, como o aumento da sintese de proteinas de choque térmico (HSPs),
especialmente as da familia HSP70. As proteinas da familia HSP70 foram altamente conservadas na
evolugdo das especies, encontradas tanto em organismos eucariéticos como em procarioticos
(ROBERT; BARNARD, 2005). Foram descritas primeiramente como proteinas cuja expressdo €
induzida por aumento na temperatura e necessarias para o dobramento das proteinas (ALBERTS et
al.,, 2010), sendo posteriormente descritas como proteinas expressas também em diferentes
condicGes de estresse (FIETTO et al., 2007). Ha uma infinidade de evidéncias experimentais de que
a expressdo de HSP70, tanto em cultura de células cardiacas in vitro, como no coracao intacto,
promove efeito protetor (LATCHMAN, 2001). Exposi¢do ao MP causa inflamag&o sistémica e do
tecido pulmonar que foram ambos associadas a disfuncéo endotelial (TAMAGAWA et al., 2008).
As consequéncias da exposicdo acumulada a longo prazo incluem efeitos adversos em crescimento
pulmonar, bronquite cronica, cancer de pulmédo e probabilidade de desenvolvimento de asma e
aterosclerose. (KUNZLI; TAGER, 2005)

Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o conteddo de HSP70 dos tecidos cardiaco e
pulmonar de camundongos obesos expostos cronicamente ao MP2,5.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 25 camundongos machos da linhagem B6129SF2/J (B6), com 21 dias, no periodo
p6s-desmame, provenientes do Biotério da UNIJUI. Os animais foram mantidos em gaiolas semi-
metabdlicas em ambiente com temperatura controlada (22+2°C) com ciclos de 12 horas
claro/escuro. Este trabalho foi aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNIJUI, sob Parecer Consubstanciado n. 008/2013.

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 6 — 7): Controle (C), os quais
receberam ragdo padréo (RP, 4% de gordura em Kkcal) e foram submetidos & instilacdo intranasal de
solucgdo fisioldgica SF; Poluido (P), os animais receberam racdo padrdo e foram submetidos a
instilacdo intranasal de suspensdo de MP2,5 (5&#956;9/10&#956;L, qual a dose (mg/kg?); Dieta
(D), com animais que receberam dieta hiperlipidica (DHL, 60% de gordura em kcal) e instilagéo
intranasal de SF; e Dieta Poluido (DP), onde os animais receberam DHL e instilagdo intranasal de
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suspensdo de MP2,5. A intervencéo alimentar e a exposicdo a poluicdo, bem como seus respectivos
controles, ocorreram durante 24 semanas, logo ap6s o desmame dos animais. Ao final do estudo os
animais foram mortos por decapitacdo para a coleta do pulmao e coracdo.

Dieta hiperlipidica e instilacdo de material particulado (MP2,5)

A DHL consistiu de 60% de gordura em kcal [40,4% de racdo padronizada para animais de
laboratério (Nuvilab CR-1), 37,4% de banha de porco, 13,7% de albumina, 7,4% aminomix
(vitaminas e minerais) e 1,1% de p6-bi (farinha de osso e ostra). A RP (Nuvilab CR-1) foi moida e
adicionada na forma de p6 aos demais componentes, sendo armazenada em refrigerador (2-8°C)
mantendo a mesma forma de apresentacdo. Ambas as dietas (RP e DHL) foram oferecidas aos
animais (ad libitum) durante as 24 semanas de experimentacao.

O processo de instilacdo intranasal (i.n.) foi realizado diariamente, uma vez ao dia, nos quais 0s
grupos C e D receberam SF e os grupos P e DP receberam suspensdo de MP2,5
(5&#956,;0/10&#956;L/dose (mg/kg). O poluente utilizado foi contido em filtro de policarbonato,
por meio de um coletador gravimétrico instalado na Faculdade de Medicina da USP, na cidade de
Sdo Paulo, Brasil (ano?). O local de exposi¢cdo estava proximo a um centro de monitoramento do
Centro de Vigilancia Sanitéria de S&o Paulo. A estimativa é de que no minimo 100.000 veiculos
circulavam diariamente na rua principal e lateral. Ndo havia industrias ou fontes significantes de
biomassa nos arredores. A determinacdo de tracos de elementos do MP foi feita por meio de anélise
por ativacdo de néutrons e a concentracdo foi expressada por ng/m3 de ar: As, 12.91+0.53; Br,
8.88+0.39; CI, 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,
8.731£0.08; Sc, 0.141+0009; Th 0.351+0.050. Da mesma forma, a concentracdo de enxofre,
determinada por analise de fluorescéncia de raio-X, foi de 1.424+0.08 um/m3. ApGs a exposicdo a
poluicdo (24 horas) o filtro foi retirado e a coleta das particulas aderidas no mesmo foi realizada por
meio de sonicacdo em banho de ultrassom. As particulas foram ressuspensas na concentracdo de
5&#956;0/10&#956;L, em SF .

Contetdo de HSP70

A mensuracdo do conteddo de HSP70 nos tecido pulmonar e cardiaco foram realizadas por analises
de imunoblotting (LAEMMLLI, 1970). Quantidades equivalentes de proteina de cada amostra foram
preparadas em tampédo de amostra. As amostras foram fervidas durante 5 minutos e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. Apds, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose por eletrotransferéncia e, subsequentemente, as bandas transferidas
foram visualizadas com 0,3% (w / v) de Red Ponceau S. Os procedimentos foram realizados com
SNAP i.d., sistema de vacuo para imunoblot rapido. As membranas foram lavadas com agua
destilada e, em seguida, blotadas com 0,5% (w/v) de leite em p6 em tampéo de lavagem. Apos, as
membranas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem e incubadas durante 15 minutos com
0S respectivos anticorpos. Para a imunodetec¢cdo foi utilizado anticorpo monoclonal anti-HSP70
(Sigma H5147; diluido1:1000) eanticorpo policlonal anti-mouse contendo peroxidase (Sigma
A9044; diluido 1:15.000), ambos revelados por quimiluminescéncia em filme (Amersham
Hyperfilm ECL; GE, Health Care) apo6s incubacdo da membrana em solugdo ECL (GE, Health
Care). As imagens (bandas) referentes a expressdao de HSP70 foram quantificadas por meio do
software ImageJ, e os resultados expressos em unidades arbitrarias de HSP70.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tecido cardiaco apresentou maior conteudo de HSP70 nos animais submetidos a instilacdo de
suspensdo de MP2,5, quando comparados aos animais controle (Fig. 1-B). N&o foi observado
resposta semelhante no tecido pulmonar (Fig. 1-A). Néo foi observado alteracdo no conteddo desta
proteina nos animais submetidos a ingestdo de dieta hiperlipidica em ambos os tecidos.
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Figura 1. Expressdo de HSP70 no tecido pulmonar (A) e cardiaco (B) de camundongos B6 submetidos a dieta
hiperlipidica e exposi¢do a material particulado fino durante 24 semanas. *P vs C, P=0,032.

A exposicdo ao MP2,5 é um fator de risco para mortalidade por doencas cardiovasculares por meio
de mecanismos que geralmente incluem estresse oxidativo e inflamagdo pulmonar e sistémica,
aterosclerose acelerada e alteracdo da funcéo autonémica cardiaca (POPE Il1 et al., 2002).

Apo0s a passagem pelas vias respiratorias superiores e inferiores, 0 MP2,5 é capaz de percorrer a
circulacdo sanguinea e atingir varios tecidos do organismo. Aliada a isso, a inflamacdo
desencadeada nos pulmdes pode, por meio de mediadores circulantes, causar efeitos
cardiovasculares sistémicos (FERNANDES et al., 2009).

Estudos realizados por Sancini et al. (2014) demostraram que a exposi¢do aguda ao MP2,5 eleva
os niveis de HSP70 no tecido cardiaco, todavia com menor impacto sobre o tecido pulmonar. Da
mesma forma, nosso estudo demonstra que a exposicao a longo prazo tambeém eleva o contetdo de
HSP70 no coragdo, sugerindo a ocorréncia de efeitos prejudiciais neste tecido, porém néo
demonstra alterac@o dos niveis desta proteina no pulmao.

Esta resposta (aumento de HSP70) pode estar associada a acdo de metais presentes no poluente
utilizado. Hampel et al. (2015) demonstrou a ocorréncia de efeitos inflamatorios cardiovasculares
relacionados a presenca de ferro e cobre. J& Markiewicz-Gérka et al. (2015) destaca um aumento
dos niveis de peroxidacéo lipidica no coragéo associados aos efeitos do cadmio, fésforo e manganés
por exposicdo cronica. Damiani et al. (2012) encontrou em seu trabalho, ao expor ratos a0 ROFA
(Residual Oil Fly Ash), que ¢ um poluente produto da queima de combustiveis fosseis, maior
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parametro de estresse oxidativo em tecido pulmonar do que em relacdo ao tecido cardiaco. Sabe-se
que a HSP70 apresenta efeitos citoprotetores ao dano oxidativo e a condigdes pré-inflamatorias
(ALBERTS et al., 2010), nesse sentido, é importante destacar que o MP2,5 utilizado em nosso
estudo tem na sua composicdo altas concentracdes de manganés, o que pode ter promovido danos
no tecido cardiaco, e potencializado a resposta citoprotetora da HSP70.

CONCLUSAO

A exposicdo cronica de camundongos ao MP2,5 desencadeou resposta ao estresse no coragéo,
biomarcado pelo aumento do contetdo de HSP70 neste tecido. N&o foi identificada alteracdo na
expressdo desta proteina no tecido pulmonar e na condicdo de associacdo entre os fatores
ambientais (obesidade e exposicdo ao MP2,5), sugerindo distingdo tecidual quanto a resposta ao
estresse, com possivel implicacdo na suscetibilidade a dano nestes tecidos.
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