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RESUMO

O exercicio fisico, quando realizado de forma moderada apresenta diversos beneficios
fisiologicos, principalmente quando relacionado ao sistema imunolégico, tanto apds o término
do esfor¢o quanto a longo prazo. Por outro lado, proteinas de choque térmico da familia de 70
kDa estdo implicadas na apresentacdo de antigenos, sinalizacdo proé-inflamatéria (quando no
meio extracelular) e anti-inflamatoéria (quando no intracelular). Entretanto, a relacdo entre a
intensidade do exercicio e a imunodetec¢cdo de HSP70 intra e extracelular em mondcitos
circulantes ndo foi estudada. Portanto, utilizando a natacdo com diferentes intensidades,
conforme o sobrepeso atado a base da cauda de ratos (repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do pesc
corporal), durante 20 min, verificamos a imunodetec¢cdo de HSP70 em mondcitos e plasma,
fagocitose de mondcitos/macrofagos, expressdo dos mRNAs codificando para HSP72 e
HSP73, producédo de peroxido de hidrogénio, concentracbes de malondialdeido soroldgicos,
concentracdes de glutationa e dissulfeto de glutationa em eritrocitos, imediatamente apos o
esforco fisico e 12 h apos este. Os resultados mostraram que exercicios moderados
apresentam incremento na fagocitose de mondcitos/macréfagos, preservacdo do contetdo
intracelular de HSP70, e elevacao de seus niveis plasmaticos tanto a curto como longo prazo.
Entretanto, nas maiores intensidades, observamos aumentos nos indices de fagocitose,
diminuicdo do conteudo intracelular de HSP70, elevados aumentos na HSP70 plasmatica,
diminuicdo na producdo de peréxido de hidrogénio as custas de uma maior producdo de
malondialdeido e diminui¢cdo das reservas antioxidantes de eritrocitos (aumento da relagédo
[GSSG]J/[GSH]) permanecendo a longo prazo com discreta diminuicdo, além de diminuicao
na avidez fagocitica de mondcitos, segregacdo de HSP70 destas células e queda dos niveis
plasmaticos das proteinas de choque térmico. Concluimos que o exercicio em intensidades
moderadas promove incremento em algumas das atividades de mondcitos, correlacionando-se
com a atividade do sistema imunolégico inato, ao contrario de exercicios realizados de forma
extenuante, que, além de reduzirem a atividade imunoinflamatoéria de mondcitos circulantes,
podem induzir estado pré-inflamatério sistémico.



ABSTRACT

Exercise, when performed in a moderate fashion,mhasy physiological benefits,
especially concerning the immune system, both after the effort and on a long term basis. On
the other hand, heat shock proteins of the 70-kDa family are involved in antigen presentation,
pro-inflammatory signaling (when extracellularly located) and anti-inflammatory (when
intracellularly). However, the relationship between exercise intensity and immunodetection of
intra and extracellular HSP70 in circulating monocytes remains unclear. Therefore, by using
swimming with different intensities, as overweight attached to base of tail of rats (rest, 2%,
4%, 6% and 8% of body weight) for 20 min, we investigated the immunodetection of HSP70
in monocytes and plasma, phagocytosis of monocytes/macrophages, expression of mMRNAs
coding for HSP72 and HSP73, production of hydrogen peroxide, malondialdehyde
concentrations of serum concentrations of glutathione and glutathione disulfide in
erythrocytes, immediately after the exercise and 12 h after this. The results show that
moderate exercise enhances monocyte phagocytosis over Saccharomyces cerevisae ghosts
(zymosan), with preservation of intracellular content of HSP70, increased plasma levels of
both the short and long term. However, at higher intensities, we observed increases in rates of
phagocytosis, decreased intracellular content of HSP70, HSP70 high increases in plasma,
decreased production of hydrogen peroxide at the expense of an increased production of
malondialdehyde and decreased antioxidant reserve of erythrocytes (rise in [GSSG]/[GSH]
ratio) persisting in the long term with a slight reduction, and reduction in phagocytic avidity
of monocytes, HSP70 segregation of these cells and a decrease in plasma levels of heat shock
proteins. We conclude that moderate intensity exercise promotes an increase in some of the
activities of monocytes, correlating with the activity of the innate immune system, unlike
exercises performed in a strenuous basis, which also promotes harm to circulating monocytes
and may cause a state of systemic inflammation.



SUMARIO

LISTA DAS FIGURAS ...ttt ettt ettt ss et s te s ete e ae e, 16
INTRODUGAD .....oouvtiiete ettt ettt ettt et ae ettt e s te s et e s ete et eteeseseenns 18
1 REFERENCIAL TEORICO ....c.viuiitiiiiiectee ettt 21
1.1 SISTEMAIMUNOLOGICO .....ocuiieiiiitiicticiete ettt 21
1.2 SISTEMAIMUNOLOGICO E SUARELACAO COM O EXERCICIOFISICO............ 22

1.3 PROTEINADE CHOQUETERMICO ......coiiiiiiie ettt 26
1.4 HSPE SUARELACAO COMO SISTEMAIMUNOLOGICO. .......cocovvveiieiciciceeie, 29
1.5 HSPEXTRACELULAR ......coeiiitiitittetet ettt ettt ettt sttt sttt re s 31

1.6 AUMENTO NO CONTEUDO INTRACELULAR DE HSP INDUZIDO PELO
EXERCICIO EM VARIOS TECIDOS E SEGREGACAO DESTA PROTEINA POR

CELULASDOSTECIDOSHEPATOESPLANCNICOS ...ooeeeeeeeee oot e e e 35
1.7 HSP70SINTETIZADA/LIBERADA PORMONOCITOS/MACROFAGOSRENTEAO
EXERCICIO .o ettt et 36
1.8 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL .....oooeeeeeeeeeeee et 37

2 PROBLEMA DA PESQUISA ...ttt et e e, 39
B OBUIETIVOS oottt e e e e e e e e e e e ar——— e e e ———— e rrr—— e er— e aar—————— 40
B LOBIETIVOGERAL ..ottt 40
3.20BJIETIVOSESPECIFICOS. ..ottt ettt ettt 40
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt e et e e e et e e e et e e e aeea e e e aeteeeeeeieeeeanneaes 41
4. 1CARACTERIZACAODA PESQUISA ....oooeiieiceeeeeee ettt 41
4.2LOCAL DEREALIZACAO..... .ottt ettt teste et e ensaae e 41
BB ANIMALS oo —— 41
4.4DISPOSICAOFINAL DERESIDUOS .......coiiiecii ettt 42
4.5PROTOCOLODE EXERCICIOFISICO ... oottt eiea e anine s 42
4.6DOSAGEMDE LACTATO oo e ettt e e et e e e, 43
4.7 SEPARACAO E CULTURA DE MONOCITOS/MACROFAGOS:OBTENCAO DA
AMOSTRAESTUDADA ... ettt ettt 44

4.8VIABILIDADE DE MONONUCLEARESDO SANGUEPERIFERICO .........c.cccevave... 45



10

4.9 CONTAGEM DIFERENCIAL DE MONONUCLEARES SANGUINEOS PELA

TECNICADOVIOLETA CRISTAL-ACIDOACETICO......coioeeieeeeceeeeeeeee e 46
4.10 OBTENCAODE AMOSTRASPARAORT-QPCR ....coeovvcticieieeete e 46
4.11 DOSAGEMDE PROTEINAS ...ttt 46
4.12 IMUNODETECCAODE HSPT70 ....coeiviiieeeeee ettt sttt ne et aene e A7
4.13 TRANSCRICAO REVERSA E REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE EM
TEMPOREAL (RT-QPCR) . .cueeee ettt ettt te et a et teete e sestestesaesenaasestestesaensenens 48
2 TG T R ¢ = Vo= To T o [0 TN ] N 1 (] = | 48
4.13.2 Preparagao do DNA complementar (CDNA).......coo i 49
4.13.3 Reacao em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR).......cccoevvveeeiiiininnne. 49
4.14ANALISE DA CAPACIDADE FAGOCITICAPELATECNICADO ZIMOSAN......... 50
4. 15INDICE DE HISHIKAWA .......ooiitieeeeeeee ettt ettt e e teeteeeneneatesteeaennans 51
A 1BXILENOL LARANUJIA ...ttt ettt ettt te et sttt ateatestesteneeneeneaee s 51
4.17 AVALIACAO DAS ESPECIES REATIVAS DO ACIDO TIOBARBITURICO
Q=7 235) TSRO 52
4.18DETERMINACAO DE PEROXIDODE HIDROGENIO .......ocoveviieieeeeeeceeeeee e, 53
4.19DETERMINACAO DO CONTEUDOINTRACELULAR DE GLUTATIONA.............. 54
4.20DETERMINACAODE NITRITOS ..ottt 55
A4.21ANALISES ESTATISTICAS ..ottt ettt sttt eneere st e sae e e enen, 55
4.22APOIOFINANCEIRO ..ottt ettt ettt ettt sa et ste e e s aaeeaesteseeaeneens 56
S =S U] 17 10 S TR 57
5.1LACTATO SANGUINEO.......coeoieeceeite ettt ettt st et e e ste e st e ene e 57
5.2IMUNODETECCAODE HSPT70 .....ocueiteeteceeeeeee ettt ettt atesaesae s eneenens 58
5.2.1 Plasma SANQUINEO ......cceeeeeeieieeeeeeeeeiiiee e e s s s e e e e e e e e e e e e eeeeeeaaaassaana s s s e aeeaeaeaaaeeeeeesessnnnnes 58
5.2.2 MONGCItOS/MACIOTAQOS. ...ceviiiiiiee e ettt e e e e e e eeeea s 64
5.3 REACAO DA TRANSCRIPTASEREVERSA SEGUIDA DA REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASEQUANTITATIVA EM TEMPOREAL (RT-QPCR) ....ocovevereircveevene, 68
5.4FAGOCITOSEDE ZIMOSAN .....ooeiiiitiiieeeeeee ettt e te st ste e eeseste e seneeneene s 70
5.4.1. Fagocitose de trés ou mais partiCulas................ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 70
5.4.2 INAICE A& HISNIKAWAL ... .eeeeeeeeeee oottt et et e e e s e e e e 72
5.4.3 Fagocitose de trés ou mais particulas com estimulacdo de PMA.................... 74

5.4.4. indice de Hishikawa com estimulacio de PMA............ccoovviveeeeeeiecr e, 76



11

5.5 PRODUGACDE PEROXIDODE HIDROGENIO ........cooiuriiiiiiiirieisisieieeieieea e 83
5.6 PRODUCACDE OXIDO NITRICO ....coiviieiieieeecee ettt 85
5. 7LIPOPEROXIDACAOQ ........coi ittt ettt e e e st te st e s eae e stesteeeenseneeae e 87

5.7.1. Avaliacéo das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)................. 88

5.7.2 Técnica do XileNOl Laranja.........ccuueeeeeeeeeiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e s e s sssnnneennneeees 90
5.SCONCENTRAQAODE GLUTATIONA EDISSULFETODE GLUTATIONA.............. 92

5.8.1 ConcentraGao de glUtatiON@........cceeeeiieeeeeeeieieeeeeeirr e e e e 93

5.8.2 Concentracao de dissulfeto de glutationa..............coeeeeeeiieiiieeeeiiiicccee e 94

5.8.3 Relacao dissulfeto de glutationa/glutationa...............ccoevviiiiiiiiiiiiii e 97
DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt e e s et e e st s et s s e e e s e 99
CONGCLUSAD ...ttt ettt s ettt e et e ettt e e e e s e e 105

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiviuiiieieciee ettt 106



LISTA DE ABREVIATURAS

ADR Receptor adrenérgico

APC Célula apresentadora de antigeno

BHT Hidroxitolueno butilado

BS A Albumina sérica (do inglékovine serum
albumin)

CAMP Monofosfato de adenosina ciclica (do
inglés, Cyclic adenosine monophosphate

CCRS Receptor quimiocina tipo 5 C-C (do inglés,
chemokine receptor type 5 Q-C

CD14 ) Grupo de diferenciacdo (do ingléduster
of differentiation)

CP-PG Prostaglandina ciclopentenénica (do inglés,
cyclopentenone prostaglandjns

CREB e Proteina de ligacdo do element responsive
(do inglés, responsive element binding
protein)

DMSO Dimetilsulféxido

DNA Acido desoxirribonucleico (do inglés,
Deoxyribonucleic acid)

DUSP e fosfatase dual-especifica (do inglésal-
specificity phosphataje

EBSS Do inglés, Earle's balanced salt solution

EDTA Acido etilenodiaminotetra-acético

EHSP Proteina de choque térmico extracelular

EHSPT72 oo Proteinas de choque térmico de 72 kDa
extracelular

ERK e Quinase regulada por sinal extracelular (do

inglés, Extracellular

kinase}

signal-regulated



ERO
GM-CSF

HSF

HSP
HSP27
HSP60
HSP70
HPS75
HSP90
IL-1
1L-1B
iHSP
IFN-y
IRF-1

INOS
IRAK

JNK
LPS

13

......................................................... Espécies reativas de oxigénio

......................................................... Fator estimulante de colénia de

granulécitos e macrofagos
Proteinas reguladas por glicose
......................................................... Glutationa

Glutationa redutase

Dissulfeto de Glutationa

........................................................ Hank’s balanced salt solution

Proteina de choque térmico, constitutiva de
73 kDa

......................................................... Elemento de choque térmico (do inglés,

heat shock elemeént

Fator de choque térmico (do inglégat
shock factoy

........................................................ Proteina de choque térmico

Proteina de choque térmico de 27 kDa
Proteina de choque térmico de 60 kDa
Proteina de choque térmico de 70 kDa
Proteina de choque térmico de 75 kDa

Proteina de choque térmico de 90 kDa

......................................................... Interleucina 1

Interleucina 1B

........................................................ Proteina de choque térmico intracelular

Interferon- y

Fator de regulacdo do interferon-1(do
inglés, interferon regulated factor-1)

Oxido nitrico sintase induzivel

.......................................................... Quinase associada ao receptor de IL-1 (do

inglés, IL-1R-associated kinase)

c-Jun quinase

......................................................... lipopolissacarideos de parede bacteriana



14

MCP-1 e proteina quimiotatica de mondcitos-1 (do
inglés, nonocyte chemoattractant protein-
1)

MHC Complexo de histocompatibilidade
principal (do inglés, major
histocompatibility complgx

MIP-1 e proteina inflamatdria macrofagica 1 (do
inglés, macrophage inflammatory protein
1)

MPA s Acido metafosforico

MRNA s acido ribonucleico mensageiro (do inglés,

messenger Ribonucleic acid)

MYD88 e proteina resposta-primaria de
diferenciacdo mieloide inflamatoria 88 (do
inglés, Myeloid differentiation primary
response protein 88)

NADPH o, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(do inglés, nicotinamide  adenine
dinucleotide phosphate)

NF-xB et teitteeieeiiieiie e ee. Fator nuclear kappa B (do inglé&syclear
factor-«B)

NO Oxido nitrico (do inglés, nitric oxide

PBS Salina tamponada com fosfato (do inglés,
phosphate buffer salife

PG A Prostaglandina A

PGE oo Prostaglandina £

PBMC e Células mononucleares sanguineas

periféricas (do inglésperipheral blood
mononucleares cells

PMA Acetato de forbol-miristato (do inglés
phorbol-myristate acetaje

PMSF Fluoreto fenilmetilsulfonil (do inglés,
phenylmethylsulphonyl fluorigle

RANTES .. Quimiocina regulada sob ativacao,
expressa e secretada por células T normais
(do inglés, regulated upon activation,
normal T cell expressed asdcreted)



15

RPMI et Do inglés, Roswell Park Memorial

1640 Institute 1640

SBD s Dominio-ligado-ao-substrato (do inglés,
substrate binding domajn

SDS- Dodecil sulfato de sodio (do inglés,

PAGE sodium dodecyl sulfate

SFEB Soro fetal bovino

SNC Sistema nervoso central

STAT-1 e, Transdutora de sinal e ativadora da
transcricdo-1 (do inglés, signal
transducers and activators of
transcription-1)

TLR2 e Receptor do tipo Toll (do inglé3oll-Like
Receptor 2)

TLRA Receptor do tipo Toll (do inglé3oll-Like
Receptor 4)

TLR7 Receptor do tipo Toll (do inglé3oll-Like
Receptor 7)

TNB s Acido tionitrobenzoico

TNF-0 e Fator de necrose tumoral (do inglé&snor
necrosis factor- y

TOWIL-1 e Receptor Tollnterleucina 1

TPP U PPPUPPPPPRRRRRN b« (=10 111 {011 {1g =1

L R Consumo maximo de oxigénio

XO s Xilenol laranja (do inglés, xylenol orange)



LISTA DAS FIGURAS

Figura 1- Esquema do desenho experimental............cccoeooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 43
Figura 2 — Dosagem de lactato SANQUINEO.........uuuiiieiiiiiiiiieeeeeee e e 57
Figura 3 — Imunodeteccao de HSP70 plasmatica, imediato..............ccccccvvvvvviieiieeieennnn. 59
Figura 4 — Imunodeteccao de HSP72 plasmatica, imediato............ccccceeeeiieeieeeeeeeennnene, 60
Figura 5 — Imunodeteccao de HSP73 plasmatica, imediato............ccccceeeevieiieeeeeeeennnne, 61
Figura 6 — Imunodeteccao de HSP70 plasmatica, 12 h............cevvviiiiiiiiiiiieeeeeeen, 62
Figura 7 — Imunodeteccdo de HSP72 plasmatica, 12 N........ccccooiiiiviiiiniiiiiiennenne 63
Figura 8 — Imunodeteccdo de HSP73 plasmatica, 12 h..........cccvvvieieeiiiiiiiiiiiin, 64
Figura 9 — Imunodeteccdo de HSP70 em mondcitos/macréfagos, imediato................. 65
Figura 10 — Imunodeteccdo de HSP70 em mondcitos/macrofagos, 12 h................. 66
Figura 11 — Expressao de mRNA de HSP72 de mondcitos, 12 h......ccceeeveeeeeeeeeeen, 69
Figura 12 - Expressdao de mRNA de HSP73 de mondcitos, 12 h.............c.ccoeveeees 70
Figura 13 — Fagocitose de trés ou mais particulas, imediato............ccccvveieieiiieeeeeenniinnnnns 71
Figura 14 — Fagocitose de trés ou mais particulas, 12 h...........cccccoeeeiiiiiiviiiiiiinenne. 72
Figura 15 — Indice de Hishikawa, iMedialo..............c.ccvevveereeeieeeeece e 74
Figura 16 — indice de HiShIKaWa, 12 N........c.coviveeeieiieceeecee e 75
Figura 17 — Fagocitose de trés ou mais particulas, com PMA, imediato........................ 76
Figura 18 — Fagocitose de trés ou mais particulas, com PMA, 12 h.......cccccceeeeeennnnn. 77
Figura 19 — indice de Hishikawa, com PMA, imediato..............ccccovevveveeveeeeerieaeeenennes 78
Figura 20 — Indice de Hishikawa, com PMA, 12 N.........cccccoiiviieeeceeeeceeeeeeeee e 79
Figura 21 — Imagem microscépica de mondcitos/macréfagos do grupo repouso........... 80

Figura 22 — Imagem microscépica de monadcitos/macrofagos do grupo repous@Tom

Figura 23 — Imagem microscépica de mondocitos/macréfagos do grupo 8%, com PMA 82

Figura 24 — Imagem microscopica de mondocitos/macrofagos formando pseudépodos,

GIUPO B0, e 83



17

Figura 25 — Imagem microscopica de mondcitos/macréfagos lancando pseudogddos,

OTUPO B0, ettt ettt e e e et e et e e e aa e erann

Figura 26 — Producédo de peréxido de hidrogénio, imediato........ccccceeeeeeeeiiiiinnnnns 85......

Figura 27 — Producéo de peroxido de hidrogénio, 12 h...........ccccovvvvvvvvviviiiiiiciineen,

Figura 28 — Producao de nitritos, imediato.............cccevvvvevvviviiiiiiiiesiee e ee e, 81......

Figura 29 — Producéo de nitritos, 12 h....

Figura 30 — Técnica das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico, imediato..................

Figura 31 — Técnica das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico, 12 h..................

Figura 32 — Xilenol laranja, imediato......
Figura 33 — Xilenol laranja, 12 h.............
Figura 34 — Concentracdo de glutationa
Figura 35 — Concentracdo de glutationa
Figura 36 — Concentracéo de dissulfeto

Figura 37 — Concentracéo de dissulfeto

eritrocitaria, imediato.......cc.ccovveeeeieieeieenn
eritrocitaria, 12 N....ooeveeeiee e,
de glutationa eritrocitario, imediato.................

de glutationa eritrocitario, 12 h.................

Figura 38 — Relago [GSSG/GSH], IMeIAto.........cuuuvuuuriiiiiiieeeeeeee e

Figura 39 — Relacédo [GSSG/GSH], 12 h

86

88
90
91

92
93

94

95

96

97

98

99



INTRODUCAO

Nos ultimos anos surgiram estudos sobre os efeitos anti-inflamatoérios das proteinas de
choque térmico da familia de 70kDa (HSP70) intracelulares, em virtude de sua capacidade de
bloquear a fosforilagdo do complexcBl e, portanto, a ativacdo do NB (Campisiet al.,

2003; Schelkt al., 2005), principal fator de transcricdo de proteinas pré-inflamatérias, como
observado no musculo cardiaco (Milne & Noble, 2002), esquelético (Thorapshn 2002;

Harkins, 2009) e figado (Gonzalez & Manso, 2004; Febletial., 2002). A concentracao
intracelular destas proteinas aumenta quando as células sdo expostas a condicdes como
hipertermia, estresse oxidativo, redu¢éo do contetudo glicogénio ou diminui¢do do pH do meio
interno. O exercicio fisico impde ao organismo condicbes como estas (MeAadlld.996) e,

de fato, € um poderoso indutor da expressdao de HPS70 (Gonzalez & Manso, 2004;
Fehrenbactet al., 2005; Fehrenbacket al., 2000; Febbraicet al., 2002a; Leandret al.,

2007).

Em contraposi¢cdo ao exposto acima, estudos recentes (Gonzalez & Manso, 2004,
Febbraioet al., 2002; Thompsoret al., 2002; Harkins, 2009; Milne & Noble, 2002)
demonstram que as HSP70 podem ser segregadas por diversas células e que essas proteina
no meio extracelular, estimulam receptores de células do sistema imunoldgico inato,
responsaveis pela deflagracdo da resposta inflamatoria (Behdgr, 2000; Berwinet al.,

2003; Radsalet al., 2003; Baset al., 2001; Kovalchiret al., 2006). Assim, as HSP70 no

meio extracelular agem como imunomoduladores que alertam o sistema imunolégico da
mesma forma que estimulos pré-inflamatérios tipicos como interleucinasp ENED14

(uma vez que sdo produzidas em resposta ao estresse da invasdo por bactérias e virus), ma
gue ndo deixam que as respostas inflamatoérias se tornem excessivas (tipo sepse) (Calderwood
& Theriault, 2007; Asea, 2005). Através de sua liberacdo das células para a corrente
sanguinea, elas ativam o sistema imunologico (como os mondcitos/macrofagos, células-alvo
deste estudo) e, dessa forma, melhoram a capacidade de resposta do sistema

imunoinflamatério.

A expressédo da forma induzivel da HSP70, HSP72, poderia ser um marcador util para
a avaliacdo da adaptacdo ao treinamento ou condi¢des térmicas (Fehetr@tba@001). Ha

uma evidéncia crescente, que 0 sistema imunoldgico pode servir como um importante
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indicador fisiolégico para uma habilidade individual pessoal, como recuperacao de estresse de
carga (Bittneret al., 2007). A evidéncia suporta a ideia de que células mononucleares

sanguineas periféricas realizam um papel ndo somente na atividade do sistema imunologico
classico de eliminar organismos invasores, mas também no contexto de adaptacédo para o

exercicio como agentes de crescimento tecidual e reparo (Connolly et al., 2004).

Assim, acredita-se que o equilibrio entre a resposta inflamatéria e anti-inflamatoria
passe pela regulacéo do balanco entre HSP70 circulantes e intracelulaet(dleck011), e
que diferentes intensidades de exercicio fisico agudo possam interferir na funcao
imunoinflamatéria de mondcitos/macréfagos. Esta foi nossa proposta investigada no rato,

utilizando-se o modelo de natagéo.

A liberacdo de HSP70 pelos mondcitos/macréfagos induzida pelo exercicio e suas
possiveis implicacdes para o controle do sistema imunoldgico contribui para reforcar a
importancia da adocdo de um padréo de vida ativo como estratégia para a manutencao da
saude. No entanto, considerando que exercicios de intensidade muito alta promovem
imunodepressdo e que exercicios de intensidade muito baixa ndo produzem efeitos
significativos (Zaldivaret al., 2006), € importante determinar a intensidade adequada para

obtencdo dos melhores resultados.

Nesse projeto propusemo-nos a determinar, entre algumas intensidades previamente
estabelecidas, qual aquela cuja relacdo intensidade/volume (duracdo x intensidade) € a mais
eficiente em elevar os niveis circulantes de HSP70 e a meia-vida da HSP70 intracelular nessas
células apés o exercicio. Avaliamos, também, a capacidade dos mondcitos/macrofagos
cultivados em exportar HSP70 para o plasma, fagocitar e produzir e segregar peroxido de
hidrogénio estimulados ou nédo por indutor como PMA e dessa forma, identificar a expressao
ideal de HSP70 no plasma ou nas células a fim de provocar uma imunoestimulacao
relacionada com a carga (poténcia x tempo = energia) de exercicio, promovendo os beneficios

indicados por esta proteina.

Este trabalho, em um primeiro momento, apresenta um referencial teérico o qual
abordard o sistema imunoldgico, o historico e a caracterizacdo das proteinas de choque
térmico (sua relacdo com o sistema imunoldgico e sua presenca no meio extracelular), o

aumento do conteudo intracelular de HSP70 em varios tecidos e sua liberacdo pelos tecidos
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hepatoesplacnicos, relacdo da HSP70 com mondcitos/macrofagos (sintese/liberagédo) e o eixo

hipotalamo-hipofise-adrenal.

Apés caracterizacdo tedrica das proteinas de choque térmico, o trabalho segue em

uma segunda parte, descrevendo os objetivos e 0 problema da pesquisa proposta.

O momento seguinte, apresenta os materiais € métodos da pesquisa, isto €, a descricao
dos animais utilizados no estudo, os protocolos de exercicio fisico, o preparo do sangue para a
coleta dos mondcitos circulantes e as avaliagbes de biologia molecular e bioquimicas do

estudo.

No item a seguir, os resultados de cada variavel analisada sdo demonstrados para no

penultimo capitulo ocorrer a discussao dos resultados.

O trabalho finaliza com as referéncias bibliograficas utilizadas.



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 SISTEMA IMUNOLOGICO

Em 2004, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relatou que em torno de 18% das
mortes registradas até entdo, foram decorrentes de patologias relacionadas a insuficiéncias
relacionadas ao sistema imunoldgico (doengas infecciosas e parasiticas, cancer, infeccoes
respiratorias e diabetes), representando em torno de 10,4 milhdes de oObitos. A entidade faz um
prognostico, estimando aumento dos indices de individuos acometidos por cancer. Portanto,

pesquisas e alternativas que reforcem o sistema imunoldgico séo idealizadas atualmente.

O tipo especifico de resposta define as imunidades inata e adaptativa. A primeira
representa a resposta imediata a uma injaria ou infeccdo e é compreendida por células
fagocitarias como: mondécitos, macréfagos e neutréfilos; a segunda apresenta uma resposta
caracteristica a um determinado patdgeno, sendo representada pelos linfécitos, que podem ser

classificados basicamente em B ou T (Parham, 2001).

A medula 6ssea é o local de origem comum de todos os leucécitos. Atraves de
diferenciagcfes, as células tronco hematopoiéticas (células iniciais) tornam-se pro-mondcitos
que, a seu tempo, também sofrem alteracdes e posteriormente sdo caracterizados como
monaocitos, neutrofilos, granulécitos e alguns tipos de linfécitos (Guyton, 1997). ApGs sua
formacdao, as células do sistema imunologico alcangcam a circulacdo sanguinea, direcionando-
se para as diferentes regides do organismo nas quais irdo atuar. Por esta pesquisa estal
relacionada com mondcitos/macréfagos, preocuparem-nos a partir deste paragrafo, direcionar

a dissertacao para este tipo celular.

Mondécitos sédo células do sistema imunologico que participam da imunidade inata,
constituindo a segunda linha de defesa contra a invasao de micro-organismos (a primeira linha
€ constituida pelas barreiras mecanicas, quimicas e biologicas que protegem o corpo). Mas,
em termos de resposta imunoldgica, fagoécitos representam a primeira linha de defesa contra

processos invasivos (Doan et al., 2008).

Na corrente sanguinea, 0s mondcitos estdo junto as demais células do sangue ou
aderidos ao endotélio vascular. Ao passarem para o intersticio, atraidos por mediadores

quimiotaticos, liberados pelas células dos tecidos inflamados, os mondcitos alteram a sua
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funcdo e promovem a sua diferenciacdo para macréfagos. Diferenciada, esta célula é

responsavel pela secrecdo de diversas moléculas que promovem ou inibem a inflamacéo,
regulam o crescimento e a hematopoiese, influenciam a funcéo do linfocito, afetam o reparo e

renovacao tecidual; liberam substancias que agem como fatores regulatérios ou que possuem
acdo microbicida (Woodst al. apud Adams & Hamilton, 2000; Doan et al. 2008; Kiztki

al., 2008); apresentam capacidade de aderéncia, quimiotaxia e fagocitose (letaaldro

2007; Doan et al. 2008) caracterizando-a, dessa forma, como a principal célula mediadora da

resposta inflamatéria (Heimbach et al., 2001).

Estas células sao eficientes em reconhecer, ligar e internalizar fatores potencialmente
perigosos através do processo denominado fagocitose. Para destruir patdgenos ingeridos, a
fagocitose € acompanhada por uma ativacao celular que é caracterizada por um aumento
dramético nas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Adicionando, 0 processo
inflamatorio € mediado por fatores liberados pelos macréfagos como mediadores lipidicos e
citocinas, sendo estes direcionados a destruir patbgenos podendo também desencadear &
resposta ao estresse (Asea & Maio, 2007).

Mondcitos e linfocitos comunicam-se através da apresentacdo cruzada de antigeno, ou
seja, macrofagos realizam o primeiro contato com um invasor e apés fagocita-lo e digeri-lo,
apresentam produtos antigénicos em seu citoplasma os quais depois serdo apresentados ao
linfécitos, resultando em um aumento na populacédo de clones de linfécitos B que apresentam
este antigeno (Guyton, 1997), relacionando assim, a resposta associada entre os dois tipos de

imunidades.

1.2 SISTEMA IMUNOLOGICO E SUA RELACAO COM O EXERCICIO FiSICO

O tipo e o nivel de estresse provocado pelo exercicio fisico podem determinar o impacto
do mesmo sobre o sistema imunoldgico. Em estudos relacionando exercicio e imunidade,
pesquisadores consideram uma seérie de exercicio agudo como um modelo de inducédo de
estresse ou “trauma”, enquanto exercicio de alta intensidade ou de longa duracdo é usado
como uma via para induzir imunossupressao (Kraemer & Rogol, 2005). Ao executar um
exercicio, inameras mudancas tem sido observadas, incluindo aumentos na mobilizacdo de
leucécitos, liberacdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias, dano tecidual, producéo de
radicais livres e ativacdo de algumas vias, observadas em inflamacdes (Kraemer & Rogol,
2005).
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Uma simples série de exercicio (independente do tipo, duracdo e intensidade) pode: a)
induzir o sistema imunoldgico a um aumento dos niveis de leucocitos circulantes @iatale
al., 2003; Zaldivart al.,2006; Malmet al., 2000; Starkiet al., 2001) ja que a secrecédo de
catecolaminas (agindo diretamente na interacdo célula-célula) e o desprendimento de células
do endotélio vascular estdo relacionados com a elevagdo destes niveis circulantes durante a
sessao de exercicio fisico (Woatsal., 2000; Rhinekt al., 1999), estando fortemente ligado
a intensidade do exercicio ja que com o aumento desta, ha um maior estresse de cisalhamentc
intravascular (Natalet al., 2003); b) alterar a capacidade funcional de leucécitos; c) induzir a
liberacdo de um local, moléculas que regulam a fungéo imunoldgica; produzindo transitoria
ou prolongada inflamacgédo, e em fazendo sé isso, mudancas totais em nivel de defesa
imunologica que o corpo teve para proteger-se contra infeccéo e células tumorais, sendo a
extensdo dessas mudancas tipicamente maior, de acordo com o0 aumento do estresse dc

exercicio (Kraemer & Rogol, 2005).

Dessa forma, parece existir uma concordancia geral de que niveis moderados de
exercicio ou mesmo treinamento possam estimular completamente defesas imunoldgicas,
enquanto treinamento severo ou extenuante pode suprimir defesas imunoldgicas contra
infeccbes virais e bacterianas (Niemast al.,, 1997). Além disso, o raio de
estresse/recuperacdo pode ser um componente chave ditando a substituicdo do beneficio ac
detrimento, como um estresse do aumento do treinamento fisico (Kraemer & Rogol, 2005).

A imunidade inata, constituida por macréfagos, mondcitos e outras células, é
rapidamente ativada quando surge uma infeccdo no organismo e busca a reducédo do
crescimento ou eliminagdo do invasor microbiano, existindo um incremento destas funcdes
quando o individuo realiza um exercicio fisico de carga moderada. Estudos anteriores
realizados em nosso laboratorio demonstraram que monacitos circulantes de ratos, submetidos
a um exercicio agudo de intensidade moderada durante uma hora, promovem estimulo a
funcd@o imunoldgica de mondcitos/macréfagos, através do aumento no numero de particulas
fagocitadas, producao de peroxido de hidrogénio, nitritos, éxido nitrico e expresséo de iNOS,
possivelmente em virtude do aumento de catecolaminas circulantes que ativam o monacito,
acionando a via do fator nucled® (NF-«B do inglésnuclear factorxB) a produzirem fator
de necrose tumoral (TNé&-do inglés,tumoral necrose factdr que continua ativando o
mondcito/macrofago, numa estimulagdo autécrina de retroalimentacédo positiva (®itveira

al., 2007). Células de Kupffer (macrofagos residentes do figado, constituindo-se como o
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maior grupo de macrofagos teciduais), macréfagos peritoneais e alveolares pulmonares de
ratos submetidos a uma sessdo de exercicio fisico de alta ou moderada intensidade,
apresentam fagocitose aumentada (Yanal., 2004; Sugiurat al., 2001; Stet al., 2001),

podendo ser essa relacdo dose-dependente quando ha aumentos na duracdo da sessao (
exercicio fisico (Sugiurat al., 2001) e também em efeitos agudos e crbnicos, ndo havendo
distingcdo por género ou idade (Ferrandez & De la Fuente, 1999). Em intensidades elevadas de
esforco fisico, pequenas lesbes nas paredes da mucosa intestinal poderdo ocorrer, por
modificagcbes na permeabilidade da membrana intestinal, liberando altas quantidades de
lipopolissacarideos (LPS) na circulagdo portal. Dessa forma, a liberacdo de endotoxina do
intestino para o sistema portal expde a uma situacao de perigo as células de Kupffet (Yano

al., 2004) as quais, respondem prontamente a esta possivel invasao bacteriana, aumentandc
seu poder fagocitico, enquanto macréfagos peritoneais demonstraram aumento também nesta
funcdo e aumentos na secrecdo de tNFproducédo de oxido nitrico (NO do inglégric

oxidg (Kizaki et al., 2008). Estas moléculas, assim como interleucinas e inteyféifeN-y),
caracterizam-se como as principais responsaveis pela sinalizacdo extracelular sendo
denominadas citocinas, as quais sdo pequenas proteinas ou glicoproteinas, secretadas pol
muitas células no corpo em resposta a varios estimulos e estdo presentes em baixas
concentragdes no sangue. Estas citocinas sdo produzidas por células imunologicas, nao
somente providenciando comunicacdo entre células do sistema imune, mas, também
exercendo uma forma de comunicacao entre imunidade, nervos e sistema enddcrino, ligando-
se a receptores que ativam cascatas, que levam a indug¢do ou a inibicdo da transcricdo de
inlmeros genes, relacionados inumeras vezes ao sistema imunolégicoe{Ruitt 2003,
Kraemer & Rogol, 2005).

O aumento na liberacdo de citocinas em resposta ao exercicio € dose-dependente,
baseado na intensidade e duracdo do exercicio e o impacto do exercicio na producéo destes
sinalizadores pode, em parte, explicar como o exercicio pode modular tanto o sistema imune
como neuroenddécrino. Entdo, as citocinas pré-inflamatérias af MFNO, aumentam no
exercicio fisico e alertam as demais células imunoldgicas do perigo eminente e estabelecido
(Kraemer & Rogol, 2005; Connollgt al., 2004). A liberacéo destas citocinas torna-se mais
eficaz quando associado ao efeito do treinamento fisico ha a elevacdo da temperatura
corporal, induzindo assim aumentos em praticamente todas citocinas testadas: interleucina 10

(IL do inglés, interleukin), TNFe, IL-6, IL-1p e antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-
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lra do inglésantagonist receptor interleukin 1), sendo os niveis maiores registrados nos
atletas (Selkirlet al., 2009). Ao longo da recuperacdo ha uma queda dos niveis de citocinas
pro-inflamatorias em virtude de um provavel equilibrio entre as respostas anti- e pro-
inflamatorias, sendo a resposta a recuperacdo do organismo dependente da
intensidade/duracdo do esforco fisico, ou seja, quanto mais intenso/longo for o exercicio
fisico e quanto maior for o estresse organico, um maior tempo de recuperacao sera exigido a
fim de estabilizar novamente a homeostase (Ostroetski., 1999). Além disso, havendo

uma maior resposta oxidante nas células imunologica provocadas pelo exercicio fisico, ha a
ativacdo dos sistemas antioxidantes enzimaticos como aumentos dos niveis de superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase e catalase, respondendo de forma mais resistente
quando posteriormente sdo expostos a um novo estimulo oxidante @tiaheP010; Cases

et al., 2006).

Apés uma meia maratona (21.000 metros), foi observado que individuos treinados em
endurance apresentavam um aumento na transcricdo do gene da Oxido nitrico sintase
induzivel (iINOS do inglésducible nitric oxide sintageestimulada por IFN; TNF-a e IL-
1B (suas concentracdes encontram-se elevadas em sa@ sk exercicio fisico), cujo pico
ocorria trés horas pds-exercicio mantendo-se por 48 h ap6s o término da corridat(aliess
2000; Ostrowski et al., 1999).

A concentracdo de IL-6 (citocina anti-inflamatéria produzida no seio de respostas
inflamatdrias) geralmente apresenta-se aumentada apos um exercicio fisico (Garaqglly
2004; Zaldivaret al., 2006; Ostrowsket al., 2000; Pedersen & Febbraio, 2008). Ja o IL-1ra
apresenta um pico de liberacdo apds uma hora do exercicio fisico, indicando um aumento de
39 vezes em relacdo aos valores pré-exercicio. A concentracdo de IL-6 reduz de forma
progressiva ao longo das quatro horas que seguem apoés o término de uma atividade exaustiva.
Os inibidores de citocinas sTNF-rl1 e sTNF-r2 aumentam na primeira hora ap0s o exercicio
fisico, 2,7 e 1,6 vezes respectivamente, em relacdo aos valores de repouso (Qsitralvwyski
1999).

A citocina anti-inflamatéria IL-10 aumentou sua concentracdo circulante em 27 vezes
apos exercicio de alta intensidade (Ostrowski et al., 1999), estando também elevada em outros
estudos com exercicio intenso (Peakal., 2005). A IL-12, por sua vez, também se elevou
apos um exercicio extenuante, assim como proteina quimiotatica de mondécitos-1 (MCP-1 do

inglés, nonocyte chemoattractant protein-1) (Pe&keal., 2005).



26

Assim, conforme os dados colocados acima, o exercicio fisico (principalmente quando
se realiza numa intensidade alta) induz um aumento das citocinas pro-inflamatdrias como
TNF-a e IL-1a. Para equilibrar este desbalanco, os m&wansi dos componentes da resposta
anti-inflamatodria ainda ndo estdo claros, mas, podem estar relacionados a estimulacao
associada ao exercicio de IL-1ra, STNF-rl, sTNF-r2, IL-10, IL-6, proteina de choque térmico
de 70 kDa (HSP70 do inglé@seat shock protein) intracelular, fosfatases dual-especifica
(DUSP, do inglésdual-specificity phosphatagee outros mediadores que podem agir
desativando as vias das proteinas ativadoras de mitdbgeno quinase (MAPK danitgtis)
activated protein kinageou vias de proteinas cinases ativadas pelo estresse com o organismo
buscando dessa forma, uma diminuicdo da magnitude e da duracdo da resposta inflamatoria
ao exercicio fisico (Ostrowskit al., 1999; Connollet al., 2004; Kizakiet al, 2008). Deste
modo, 0 exercicio estabelece concomitantemente a inflamacéo e consequente melhora da
imunidade (Pedersen & Toft, 2000).

1.3 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Aproximadamente cinco décadas atras, o pesquisador italiano Ferruccio Ritossa
acidentalmente exp6s células de glandulas salivareBrosophila busckiia um choque
térmico e estas, posteriormente a este desafio, demonstraram um novo padrédo de
espessamento cromossomal, cujos genes foram determinados posteriormente como sendo das
HSP (Ritossa, 1962).

As HSPsapresentam uma estrutura altamente conservada, sendo seus homologos
funcionais encontrados desde as bactérias mais primitivas até organismos altamente
sofisticados como o ser humano (Beure & Green, 2001; Kiang & Tsokos, 1998),
desempenhando papéis fundamentais em diversos processos celulares e representando mais d
2% das proteinas intracelulares de mamiferos (Bagigal, 2007), além de serem expressas

em células humanas através de 13 genes identificados até o momento.

Apesar de o aumento da concentracdo de HSP poder ser induzido por uma elevacéo
brusca da temperatura acima de um valor limiar (Locke & Noble, 1995; Cvoro & Matic,
2002; Kinget al., 2002; Kregel & Moseley, 1996; Thonetsal., 2002; Redaelbt al.,2001),
outros estimulos, como analogos de aminoacidos (Li & Laszlo, 1985), metais pesados
(Levinsonet al., 1980), estimulantes da proteina quinase C (Krishna et al.),28§antes
elevadores dos niveis de calcio (Ding et al., 1996), isquemia (Johnson et al., 1980; Mikami et
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al., 2004), infec¢cdes microbianas (Padmeial., 2010), 6xido nitrico (Natkt al., 2010),
antibioticos (Yu et al., 2009), hormoénios (Heneakaal. 2003; Matzet al. 1996a; Matzt al.,

1996b; Blakeet al., 1991; Blakeet al., 1994; Maloyan & Horowitz, 2002; Paroo & Noble,

1999; Kiang & Tsokos, 1998), inibidores da ciclo-oxigenase (COX) (Asticl., 1995),
estresse oxidativo (Marirat al., 1996; Calabreset al.,2001; Wallenet al., 1997), radiag&o

(Calini et al., 2003), privagéo de glicogénio (Santoro 2000; Febletaabd, 2002b; Mikamiet

al., 2004), exercicio fisico (Gonzéalez & Manso, 2004; Fehrenéaah,2005; Fehrenbacét

al., 2000; Febbrai@t al., 2002a; Leandret al., 2007) e estresse psicolégico (Fleslate.,

2004) séo igualmente eficazes. Além disso, fatores que provocam alteracbes na composi¢ao
lipidica da membrana e no estado fisico (fluidez) desta, sdo fatores decisivos no processo de
percepcéao e transducéo do estresse, desencadeando a ativacao transcricional dos genes dest
proteinas (Soti et al., 2005).

As HSPs sdo usualmente classificadas em familias de acordo com suas massas
moleculares (desde pequenas HSPs de 20-30 kDa a 60, 70, 90 e 110 kDa), sendo a de 70 kDs
a melhor caracterizada, por ser a mais abundante e bem conservada durante a evolucdo. Est:
familia compreende duas formas citossélicas: a HSC70 (do ifgdés,shock cognateu
constitutiva), de 73 kDa, e a HSP70 de 72 kDa, ou simplesmente HSP70. A HSC70 é
sintetizada pelas células de forma constitutiva, enquanto a HSP70 tem sua sintese aumentada
quando a célula é submetida a condi¢cdes de estresse. Além dessas duas, a familia de 70 kD¢
ainda inclui uma proteina de 75 kDa, encontrada na matriz mitocondrial, a HSP75, e outra de
78 kDa denominada proteina regulada por glicose ou GRP78 (do iglgiésse regulated
protein).

Todos os membros da familia HSP70 apresentam dois dominios funcionais principais:
um de 45 kDa localizado na extremidade aminoterminal da molécula, também referido como
dominio ATPase, e um de 15 a 18 kDa, situado préoximo a extremidade carboxiterminal,
denominado dominio de ligacdo ao substrato. Além destes dois dominios, ha ainda uma
regido de 10 kDa, situada na extremidade carboxila da molécula, cuja funcdo ainda nao esta
clara (Asea, 2005).

As HSPs, em conjunto com as GRP, foram as primeiras classes de proteinas de
estresse a serem identificadas como protetoras da integridade de proteinas no nucleo,

citoplasma e reticulo endoplasmatico, respectivamente, e como guardids da célula contra o
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estresse homeostatico. Suas ac¢des citoprotetoras compreendem o papel de chaperona (de
acompanhamento de moléculas proteicas a seus destinos finais) para as proteinas nascentes o
desnaturadas (Hardtl & Hayer-Hartl, 2002) e a inibicdo especifica de proteinas efetoras na via
de morte celular programada (apoptose) (Ravagha., 2001; Beere, 2004). Além disso,

estas proteinas sdo capazes de migrar para a membrana plasmatica e compartimentos

extracelulares quando o organismo esta sob estresse (Calderwood & Theriault, 2007).

A apoptose celular é mediada pela acaacaspasegdo inglés,cysteinyl-aspartate
proteaseespecifica), através das vias intrinseca e extrinseca. A primeira caracteriza-se pela
ativacdo de sinais de estresse celular, como dano ao acido desoxirribonucleico (DNA do
inglés, deoxyribonucleic acid) e estresse oxidativo, originando um desequilibrio entre as
proteinas pro-apoptoticas e anti-apoptoéticas, enquanto que a segunda via diz respeito a ligacdo
de sinalizadores apoptoticos a receptores especificos (como, por exemplo, Fas) na membrana
celular. A atividade anti-apoptética da HSP70 na via intrinseca deve-se a inibicdo de atividade
proteolitica e da inibicdo de caspases (procaspase-3), que resultam em inibicdo de mdultiplas
cascatas de sinalizag&o intracelular que levam a apoptose. Além disso, a permeabilidade da
membrana mitocondrial a proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2 sofre interferéncia da
HSP70 impedindo a liberacéo destes fatores apoptogénicos. A interrupcao/inibicdo da cascata
de sinalizac&o via c-Jun quinase (JNK), ke Akt pela HSP70 sdo o mecanismo descrito
de inibicdo de apoptose induzida por elementos extracelulares ligados a receptores especificos
na membrana extracelular e consequente aumento da sobrevivéncia celular. (Beere, 2004, Li
et al., 2000; Krammer et al., 2007).

A HSP70 que se encontra no compartimento intracelular (IHSP70) tem funcgbes
diferentes daquela encontrada no meio extracelular (eHSP70). A iIHSP70 é citoprotetora,
induz mecanismos anti-apoptoéticos da célula, modula a progresséo do ciclo celular, tem acéo
anti-inflamatoria, auxilia no reparo de proteinas danificadas e colabora na degradacdo de
proteinas danificadas irreversivelmente (Simanl., 2004; Asea, 2007a). Por outro lado, a
eHSP70 apresenta funcdo imunoestimulatoria, induzindo a sintese de citocinas
pro-inflamatodrias e quimiocinas, regula moléculas co-estimulatorias e aumenta a vigilancia
antitumoral (Asea, 2007a). Para a funcao extracelular da HSP70, Asea (2003) usa-se o termo
chaperocina ghaperoking o qual descreve a dupla funcdo desta HSP localizada fora da

célula: a de chaperona e a de citocina.
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Os tecidos corporais que se destacam, tanto na producédo intracelular, como na
liberacdo dessas proteinas, incluem o figado (Gonzéalez & Manso, 2004; Fedibahio
2002), os musculos (Thompsen al., 2002; Harkins, 2009) e o coracdo (Milne & Noble,
2002). Apesar de células, como as da linhagem de células (linfoblastoides B) (€taaiton
2005) e os leucécitos (Lavin-Huntetral., 2004; Fehrenbag al., 2000, 2005; Shastey al.,
2002), também sintetizarem HSP70, sua capacidade de producdo é menor devido ao seu

reduzido contetdo numérico (massa total disponivel).

1.4 HSP E SUA RELACAO COM O SISTEMA IMUNOLOGICO

As HSP sao proteinas extremamente bem conservadas ao longo do processo evolutivo
e, em funcao disso, supde-se que devam participar de respostas fisiolégicas muito primitivas e
importantes para a sobrevivéncia dos organismos. A citoprotecdo dada pela producao de
HSP72 intracelular em resposta ao estresse térmico @lan 2003; Morimoto & Santoro,
1998) é um bom exemplo. A ligacdo de eHSP70 a receptores altamente conservados durante a
evolucdo, como os receptores Toll-like (TLR do ingtéH;like recepto), € outro indicio de
gue essas proteinas, além de seu papel de chaperonas moleculares, participam como sinais d
alerta (ou perigo) para o sistema imunolégico. Entretanto, o fato de que a producao
intracelular de HSP72 bloqueia a ativacdo do KBF{Chen et al., 2005; Homem de
Bittencourt Jr & Curi, 2001; Gutierreet al., 2008; Morimoto & Santoro, 1998) e de que
indutores da expressao de HSP70, como prostaglandinas ciclopentendnicas (CP-PG do inglés,
cyclopentenone prostagland)nglanaro et al. 2003; Gutierrezet al., 2008; Morimoto &
Santoro, 1998) comportam-se como agentes da resolucéo fisiologica da inflamacacet{lanaro
al. 2003; Gutierrezt al., 2008; Morimoto & Santoro, 1998) indicam que as HSPs podem ter
um papel dual e imunomodulador na esséncia da palavra. Isto €, a0 mesmo tempo em que
funcionam como sinalizadores para "despertar” a resposta imunolégica inata (Asea, 2005),
sao capazes de inativar a fosforilacdoki® (Chen et al.2005; Homem de Bittencourt Jr &
Curi, 2001; Gutierrezt al.,, 2008; Morimoto & Santoro, 1998) e, consequentemente, de

bloquear inteiramente qualquer resposta inflamatoria excessiva.

E claro que as HSPs, em sua fungdo como chaperonas moleculares intracelulares sio
essenciais. Sem elas, a integridade das proteinas nascentes ou parcialmente desnaturada

poderia ser comprometida facilitando a molecular no extremamente denso espaco intracelular.
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Isso, sem duavida, representaria um sério problema para a sobrevivéncia celular (Mambula
al., 2007).

Além das importantes funcdes intracelulares desempenhadas pelas HSP70, ha
evidéncias de estas proteinas também estejam envolvidas em varios aspectos do sistema
imunologico (Binderet al.,2000; Berwinet al., 2003; Radsa#t al., 2003; Baset al., 2001;
Kovalchinet al., 2006; Asea, 2007a; Atamaniekal., 2008). Sua funcéo citoprotetora, tem
sido extensivamente documentada tantoirewitro como emin vivo em uma variedade de
patologias humanas, incluindo em desordens metabdlicas (Singtetbn2005), inflamacé&o
(Hasegawa et al., 2009) e isquemia (Cheal., 2009). No tecido cardiaco, diferentes tipos de
condicdes lesivas, incluindo isquemia miocardica, trauma, e hipertermia, resultam em sintese
de HSP70, os quais desempenham papéis importantes na restauracdo da funcdo cardiace
normal tantoin vitro, como em modelos animais (Santoro, 2000). Em pacientes que sao
submetidos a quimioterapia, por exemplo, a modulacdo do conteuddo de HSP70 pode
funcionar como coadjuvante neste tipo de tratamento e talvez possibilitar a utilizacdo de doses

menores de agentes quimioterapicos (Kiang & Tsokos, 1998).

O mais convincente exemplo de benefigio vivo do papel protetor da maior
concentracdo da HSP é o maior grau de recuperacao de varios tecidos apds curtos periodos de
isquemia. Varios pesquisadores fornecem evidéncias de aumentos na HSP70 cardiaca,
muscular esquelética e celular podendo resultar em uma melhor recuperagdo na funcéo
cardiaca pos-isquemia, uma reducao na extensao da lesdo muscular induzida pela contracéo, ¢

manutencéo do rendimento da bomba muscular. (Noble et al., 2008).

Outra possivel utilidade da HSP70 como molécula imunorregulatoria, seria como
agente imunoterapico, purificada de células malignas ou reconstituida com peptideos virais
podendo eliciar imunidade especifica ao peptideo viral e tumoral. Estudos demonstram que a
imunizacdo de animais com HSP70 purificada de células tumorais promove imunidade
antitumoral e protege os animais de ameacas subsequentes com 0 mesmo tipo de tumor, mas
nao de tumores diferentes. Podemos assim visualizar uma variedade de possibilidades para o
uso racional da HSP70 em estratégias imunoterapéuticas, tanto para o tratamento de cancer €
doencas infecciosas, como para o controle de condi¢Bes inflamatorias como a autoimunidade
(Todryk et al., 2003).
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Aumentos nas concentracfes de HSP intracelular causada pelo exercicio podem proteger as
proteinas que sdo essenciais no controle da cascata apoptética e podem por analogia
providenciar protecéo celular em leucécitos. Neste sentido, foi demonstrado um aumento na
expressao do acido ribonucleico mensageiro (MRNA do ingk&sjucleic acid)de HSP70

em células mononucleares em cujo estudo somente voluntarios bem treinados participaram,
uma vez que esses resultados possam ser interpretados como um mecanismo adicional de

trabalho, impedindo dano celular (Atamaniuk et al., 2008).

1.5 HSP EXTRACELULAR

As células sdo capazes de secretar proteinas por diversas vias. A via classica de
secrecdo de proteinas envolve a sintese das mesmas pelos ribossomos, ligados ao reticulc
endoplasmatico e liberacdo do peptideo nascente para o interior desta organela. A seguir, a
proteina é transferida, através de vesiculas transportadoras, para o aparelho de Golgi, onde els
pode sofrer modificacdes antes de ser empacotada em vesiculas secretoras que permanecen
no citossol a espera do sinal apropriado para liberacdo. Diante de um estimulo eficaz, as
vesiculas fundem-se com a membrana plasmatica permitindo a saida da proteina da célula e

interagcdo da mesma com o ambiente extracelular.

Diversas pesquisas (Johnson & Fleshner, 2006; Asea 2007b; Mambula, 2007,
Lancaster & Febbraio, 2005; Vegd al., 2008) foram desenvolvidas com o intuito de
caracterizar a forma de como as HSP séo liberadas para o meio extracelular. De acordo com
Asea (2007b), as HSP72 poderiam ser liberadas da célula por dois mecanismos: um passivo e
outro ativo. No processo passivo, a liberagdo da HSP72 para o meio extracelular ocorre via
infeccdo celular, trauma ou necrose (liberando dessa forma todo seu conteudo intracelular). O
mecanismo de liberacdo ativa ocorre em resposta ao estresse psicologico ou a um estimulo
estressante (calor, radiagdo ultravioleta), sendo esta estimulacdo responséavel pela indugéo do
fator de choque térmico (HSF, do inglésat shock factdr que se encontra no citoplasma e é
de caracteristica monomeérica. Este fator trimeriza neste mesmo local e posterior a esta
ligacdo, transloca-se ao nucleo, onde liga-se ao elemento de choque térmico (HSE, do inglés
heat shock eleméene ativa a sintese de HSP, ocorrendo posteriormente a liberacdo desta

proteina para o meio extracelular (Asea & Maio, 2007).

Imunologicamente, proteinas de choque térmico extracelular (Gp96, HSP70 e HSP90)
ligam-se a varios receptores de superficie de macréfagos regulando fung¢des-chave
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relacionadas a antigenos ou ndo, como liberagdo de citocinas, fagocitose, rejeicdo tumoral e
aumento da disponibilidade de moléculas co-estimuladoras (B:hder2000; Berwinet al.,

2003; Radsalet al., 2003; Baset al., 2001; Kovalchiret al., 2006). Estes receptores séao de

dois tipos: receptores que sofrem internalizacdo, incluindo membros da fRedkégotor
ScavengefSR) e CD91 (do inglésluster of differentiation), e os receptores sinalizadores,
representados pelas proteinas do complexo de receptores do tipo TLR (pertencentes a
superfamilia da interleucina-1/toll-like), TLR2 e TLR4, com seu cofator CD14, ambos
apresentando uma maior expressado quando expostos a HSP70 (BtamigeP007), CD40 e

o receptor de quimiocina tipo 5 C-C (CCR5 do ingt@semokine receptor type 5 Q-Ms

TLR2 e 4, especificamente, quando entram em contato com as eHSP provocam elevagao do
calcio intracelular, seguida da fusédo de vesiculas contendo HSP com a membrana plasmatica
e liberacdo das mesmas para o fluido extracelular. Estes mesmos receptores sdo unidos em
uma rede de sinalizacao intracelular através da proteina de resposta-primaria de diferenciagédo
mieloide inflamatéria 88 (MyD-88 do inglédvlyeloid differentiation primary response
protein 88). A ligacdo TLR/receptores internalizados ativa uma via de sinalizacao através das
cinases reguladas por sinal extracelular (ERK do inglés, extracellular signal-regulated
kinases) e MAP quinase p38 assim como oxdBAKK, um fator de transcricdo induzivel
(Calderwood & Theriault, 2007; Asea, 2005; Cammsial., 2003; Aseet al., 2000),
estimulando a transcricdo de citocinas e de moléculas de adesédo (Calderwood & Theriault,
2007; Asea, 2005; Campist al., 2003; Aseat al., 2000). Assim, as HSP sdo captadas por
estes receptores fazendo com que em situacbes de infec¢cOes bacterianas, por exemplo,
induzam os mondcitos/macrofagos a liberarem numerosas citocinas com efeitos diversos
(Ding et al., 2001), estimulando um fendtipo classico de macréfago ativado (Henderson &
Henderson, 2009).

Nas primeiras 2 a 4 h apds exposicao das celulas apresentadoras de antigeno (APC, do
inglés antigen-presenting cellsd eHSP72, ocorre uma liberacdo significativa de citocinas
incluindo TNFe, IL-1b, IL-6 e IL-12, fator estimulante de colonide granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF, do ingl&®lony-stimulating — macrophage and granulocyte factor)

(os quais estimulam um aumento na producdo de mondcitos na medula éssea), NO, potente
mediador apoptogénico responsavel pela eliminacdo de linfécitos que durante seu
desenvolvimento apresentaram defeitos, do excesso de células imunoldgicas que se clonaram

apos uma infeccdo e de células anormais ou infectadas; quimiocinas, incluindo proteina
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inflamatdria macrofagica 1 (MIP-1, do ingléscrophage inflammatory protein 1), proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1, do inglésnacyte chemoattractant protein-1), e a
quimiocina regulada sob ativacao, expressa e secretada por células T normais (RANTES, do
inglésregulated upon activation, normal T cell expressed and secreted) (P&iani2002;

Asea, 2007; Kovalchiret al., 2006; Campiset al.,, 2003; Karpuzoglu & Ahmed, 2006;
Bethkeet al., 2002; Arthur Guyton, 1997).

Panjwani (2002) observou que eHSP70 estimula a INOS e consequente liberagao de
NO, outra funcéo caracteristica dos mondocitos/macrofagos, cujo aumento na concentracao
desta enzima é critica para a homeostase do sistema imunologico, inflamacéo e imunidade.
Em geral, niveis moderadamente altos de Oxido nitrico podem ser citoprotetores para o
sistema imunoldgico por iniciar uma resposta antibacteriana, anti-parasitica, antiviral e anti-
apoptatica (algumas células quando expostas a determinados niveis de 6xido nitrico, induzem
HSP70 e, portanto previnem a apoptose) por células imunologicas (Karpuzoglu & Ahmed,
2006). Macrofagos, obtidos da cavidade peritoneal de ratos e estimulados com HSP70 ou
IFN-y liberam NO, que providencia uma via de imunomodidagle célulasT-helper
(Panjwaniet al., 2002) possibilitando a comunicacdo entre o sistema imunolégico inato e

adquirido.

Portanto, quando o estresse promove uma elevacao na concentracdo de eHSP72, esta
proteina estimula as células imunolégicas a produzirem citocinas inflamatérias (Fltshner
al., 2003). Esta produgédo, associada a liberacdo continua de HSP, promovera uma sinalizagéo
de alerta a outras células do sistema imunoldgico (Todtyal., 2003; Moseley, 2000)

caracterizando uma resposta imune antecipatoria e eficiente (Campisi et al., 2003).

Este alerta imunoldgico ativa a comunicacao entre mondécitos/macroéfagos e linfécitos
através da apresentacao cruzada de antigeno, na forma de autopeptideos, peptideos tumorai
ou peptideos virais, sendo dose-dependente e especifica ao tipo peptidico, €Tabian
2004; Udoncet al., 1993) naturalmente associados com HSPs. Porém, o fator principal que
influencia a juncéo do peptideo com a HSP70, € a oxidacao local, pois devido a um estresse
exdgeno, ha um ganho de estrutura secundaria pela HSP70, sendo traduzida por uma melhor
acessibilidade dos peptideos ao local de ligacdo da HSP70, portanto, uma chaperona mais
efetiva, ao inverso de um local com caracteristica redutora sendo limitada apenas na

caracteristica de acompanhante proteica (Callabgnal.,, 2002). Estes mecanismos
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bioquimicos tem consequéncias imunolégicas importantes, primeiro, 0 estresse oxidativo que
induz expressdo de HSP70, aumenta a quantidade de chaperonas que podem associar-se
peptideos imunogénicos. Adicionalmente, sob oxidacdo ambas, HSP70 e HSC70, poderdao
carrear uma enorme populacédo de peptideos e, portanto, afetar diretamente a apresentacao de
antigenos pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade principal classe | (MHC do
inglés, major histocompatibility comple§Gallahan et al., 2002).

A liberacdo destes complexos peptideos-HSP, como resultado de morte celular,
permite que estes interajam com as células apresentadoras de antigenos (APC) através da
ligacdo ao receptor CD91 presentes em suas membranas, em microdominios de balsas
lipidicas, as quais providenciam uma plataforma para a ligacdo e liberacdo das HSPs
(Srivastava, 2002; Bindest al., 2000, Wangt al., 2006, Asea & De Maio, 2007). O CD91
ligado ao complexo peptideo-HSP é internalizado e o peptideo liga-se entdo aos MHC classes
| e Il. A seguir, o MHC com o antigeno acoplado € levado para a superficie da APC e
oferecido aos linfécitos CD4 (MHC 1) e CD8 (MHC I) (Moseley, 2000), aumentando a
resposta imune via ativacao e proliferagdo celular, ativando linfécitos T citotdxicos, funcdes
de Thelpere aumento da producéo de IL-2 e liFjAseaet al., 2000; Breloeet al., 2001,

More et al., 2001). Assim, a presenca de HSP no meio extracelular poderia agir como uma
excelente mensagem que alerta as APCs, como no caso de uma lesdo celular como
consequéncia de infec¢des bacterianas e virais ou de lesdo mecanica. A capacidade deste sina
para ativar este tipo de células pode conferir uma vantagem imunolégica ao organismo
(Srivastava, 2002). Estudos também sugerem a existéncia de um receptos2para
macroglobulina (Fleshneet al., 2005), o qual é reconhecido como um ligante natural ao
CD91, pois no momento em que se liga na superficie celular deste é internalizado por

endocitose mediada por este receptor (Bietlat., 2000).

O macrofago é caracterizado por sua funcao primordial, a acdo fagocitica (Wang et al.
2006), sendo essa habilidade fortemente induzida pela eHSP70 (Kovalchin et al., 2006; Asea
et al., 2006) através do contato com membrana via interagdo com o retejpidee 7
(TLR7, do inglésToll-like receptor 7) que, via inositol trisfosfato MAPK quinase p38, ativam

rapidamente os receptores fagociticos (Wang et al., 2006).

1.6 As HSPs déo o passo inicial no processo de reparo tecidual de lesdo de animais tratados

com ela, mostrando um nivel impressionante de cicatrizacdo dentro dos primeiros poucos dias
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de tratamento e este efeito atinge um platé no meio e ao final deste processo de cicatrizagao.
Este resultado pode ser explicado pelo fato que as HSP manifestam seus efeitos na leséao via
recrutamento celular inicial através dos monaocitos/macrofagos. Os resultados mostram que
HSP70s incrementam algumas destas acfes via mondcitos/macréfagos ao regular sua funcéo
fagocitica. Esta proteina acelera o processo de cicatrizacao da lesdo por completo por regular
esta fase de limpeza inicial (Kovalchin et al., 2006).

1.6 AUMENTO NO CONTEUDO INTRACELULAR DE HSP INDUZIDO PELO
EXERCICIO EM VARIOS TECIDOS E SEGREGACAO DESTA PROTEINA POR
CELULAS DOS TECIDOS HEPATOESPLANCNICOS

Aumentos na concentracdo de HSP em diferentes tecidos, incluindo figado (Gonzélez
& Manso, 2004; Febbraiet al., 2002), musculo esquelético (Thompsnal., 2002) e
cardiaco (Milne & Noble, 2002), células como as células B (Clagtoal., 2005; Asea,
2007a) e leucocitos (Lavin-Huntet al., 2004; Fehrenbadt al., 2005), sdo observados apés
exercicio. Uma variedade de condi¢cdes capazes de induzir a resposta celular de estresse pode
ser encontrada durante o exercicio, como hipdxia e estresse metabdlico, hipertermia, estresse
mecanico ou oxidativo, mudancgas na concentragdo do ion célcio intracelular e redug¢do no
conteudo de glicogénio, sdo capazes de quebrar a homeostase, induzir a resposta celular de
estresse (Meyer e Silva, 1999) e determinar aumento da disponibilidade de HSP70 (Gonzalez
& Manso, 2004; Coyle, 2000), o que poderia justificar as alteragbes descritas previamente
neste paragrafo.

O aumento das HSPs parece ser um mecanismo relevante da defesa celular hepatica
contra o estresse como indicado pela observacdo que atenuacédo da inducédo da HSP72 com
aumento da idade correlaciona-se com reducéo da termotolerancia quando comparado com
homologos jovens (Gonzéalez & Manso, 2004). Os tecidos hepatoesplancnicos liberam HSP72
durante o exercicio (aerébico) através da via exocitética e tecidos inervados pela divisao
simpatica do sistema nervoso neurovegetativo podem ser estimulados a liberar HSP72
(Lancaster & Febbraio, 2005).

Os tecidos hepatoesplancnicos liberam HSP72 durante o exercicio para exercer
funcdes extracelulares vitais e contribuem em parte para elevar HSP72 circulante observada

com o exercicio (Febbrai@t al.,, 2002a), podendo estar relacionados a elevacdo da



36

temperatura corporal e outras alteragfes induzidas pelo exercicio, como acidose sistémica
(Shastryet al., 2002).

A HSP70 na circulagdo, em resposta ao exercicio fisico, aumenta antes mesmo de
qualquer aumento observavel na expressdo do gene ou concentracdo desta proteina no
musculo esquelético (Febbrabal., 2005). Estudos adicionais tém confirmado estes achados
e recentemente foi demonstrado que ambas, intensidade e duracdo do exercicio, influenciam a
concentracdo de HSP72 no plasma (Fehrenbach et al. 2005; &hastr002).

O condicionamento fisico também afeta a elevagcdo no conteudo de HSP72, j& que
existem estudos relacionando o aumento do consumo maximo de oxigépim&xido) e o
percentual de linfocitos contendo HSP70 (Simtaal., 2004) e também maior expresséo de
HSP72 no coragdo, provocada por uma adaptacdo benéfica deste treinamento fisico,
promovendo prevencao e evitando a progressdo de doencas cardiacas crénicag éNoble
2008).

1.7 HSP70 SINTETIZADA/LIBERADA POR MONOCITOS/MACROFAGOS FRENTE
AO EXERCICIO

O exercicio fisico determina um aumento na concentracdo de HSP70 em
monaocitos/macréfagos (Fehrenbaeh al., 2000; Simaset al., 2004; Walshet al., 2001;
Atamaniuket al., 2008; Silveiraet al.,2007; Thompsoret al. 2002; Whithamet al., 2004).

Além disso, estas células sdo capazes de liberar HSP70 para o meio extracelular sob uma
situacdo de estresse e/ou quebra da homeostase celular (Mambl|a2007; Johnson &
Fleshner, 2006; Irelandt al., 2007; Dinget al, 2001, Asea, 2005). Os achados reportam
claramente, que mondcitos séo altamente influenciados em sua sintese de HSP por mudancas
na temperatura principalmente quando sao expostos a altas temperaturas, como 40 graus
Celsius (Vince et al., 2010).

Um treinamento fisico moderado (70% do 2/@aximo) ou intenso (maior que 80%
do VO, maximo) aumenta a imunodeteccdo das proteinas HSP70 e HSP90 em leucdcitos
(Leandroet al., 2007). Como em ambas as intensidades, também ocorre um incremento em
uma variedade de funcbes de macrofagos peritoneais, incluindo quimiotaxia, aderéncia,
atividades fagocitica e antitumor (Woodt al., 2000) € possivel que elas estejam

relacionadas com o aumento na concentracdo de HSP70.
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Dos poucos estudos ja realizados, a maioria (Atamaetiak, 2008; Whithanet al., 2004;
Fenhrenbach et al., 2001) revela um aumento na imunodeteccdo de HSP70 imediatamente
apos o exercicio fisico que pode manter-se elevada por até 24 h, outros pesquisadores
descrevem um aumento na expressao entre 6 e 15 h (SHadtry2002). Apos este periodo,

a imunodeteccao desta proteina diminui. Assim, € possivel que este seja o intervalo de tempo
necessario para avaliarmos a influéncia desta proteina no sistema imunolégico, apesar de

existirem poucos estudos relacionando HSP70 e mondcitos circulantes

1.8 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL

Macrofagos sdo células efetoras que sofrem influéncia de outras células (incluindo
linfécitos T e B) e hormdnios produzidos pelo sistema nervoso simpatico e eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, sendo dessa forma, afetadas pelas modificagcbes impostas pelo exercicio
fisico a estes sistemas de controle (Woods et al., 2000).

A literatura descreve bem o aumento do numero de leucdcitos no sangue periférico
através do exercicio agudo (Nataeal., 2003; Zaldivaet al., 2006; Malmet al., 2000;
Starkie et al., 2001). A causa mais comum da inducdo de monocitose pelo exercicio é o
desligamento destas células do endotélio vascular por altera¢cdes hemodindmicas ou mudancas
em interacdes celulares endotélio-mondcito mediados por catecolaminas @Vabd2000).
Além de as catecolaminas induzirem o recrutamento de células ativas na primeira linha de
defesa imunoldgica, também podem potencializar as demais rea¢cdes imunoldgicas destas e de

outras células (Benschap al., 1996).

Durante o exercicio fisico, tecidos inervados pela divisdo simpatica do sistema
neurovegetativo podem ser estimulados a liberar HSP72 (Lancaster & Febbraio, 2005), ja que
este tipo de resposta adrenérgica ocorre mais rapidamente do que respostas imunes a agente
infecciosos (Muthuet al., 2005). O aumento da HSP72 circulante durante a exposi¢cdo ao
estresse parece ser resultado do contato de adrenalina/noradrenalina com receptores alfa-
adrenérgicoso-ADR). Assim, embora a morte celular necrdtica possa resultar em liberacéo
extracelular de HSP72 citoplasmatica, existem evidéncias de que outros fatores, como
adrenalina/noradrenalina, estimulem a liberacdo de HSP72 por via exocitética (translocacéo
de exossomos contendo HSP72 para a membrana plasmatica via influxo de calcio) (Johnson
& Fleshner, 2006).
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A adrenalina e noradrenalina parecem induzir vias pro-inflamatoérias intracelulares via
ativacdo e translocacdo do #B; autorregulando o nivel de ativacdo e o potencial
inflamatério das células inflamatérias, ja& que™\ de noradrenalina ou adrenalina
isoladamente causam um aumento maior ou igual a 50% da quantidade de citocinas liberadas
guando as mesmas condi¢des celulares sé&o incubadas com LP&t(Rlie2009). Uma vez
ativados, macréfagos sédo estimulados a fagocitar através do contato desses mediadores

neuroenddcrinos com receptores fFadrenérgicos (Ortega al., 2005).

A evidéncia sugere que IL-6, a principal citocina do exercicio (musculo esquelético
contraido libera quantidades significativas de IL-6) (Pedersen & Febbraio, 2008), realiza o
importante papel na estimulagcdo imunoldgica do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
especialmente em condi¢cdes de estresse inflamatério crénico (Tsigos & Chrousos, 2002).
Peake e colaboradores (2005) encontraram altera¢cdes nas concentracdes plasmaticas de IL-1r¢
e IL-10 que se correlacionavam com mudancas nas concentracdes plasmaticas de cortisol e
noradrenalina. A producéo de IL-ivivo pode ser aumentada pela resposta simpatica a um
desafio (exemplo infeccdo) que em compensacao, poderia servir para diminuir a robusta

liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Muthu et al., 2005).



2 PROBLEMA DA PESQUISA

Como diferentes intensidades de exercicio fisico agudo afetam imediatamente e em
longo prazo, a imunodeteccdo intra e extracelular de HSP70 em mondcitos circulantes de

rato?



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Descrever a influéncia de diferentes intensidades de exercicio fisico agudo sobre as

concentracdes de HSP70 circulante e intracelular em mondcitos do sangue periférico de ratos,

imediatamente apés o esfor¢o e 12 h depois.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever a influéncia imediata e em longo prazo de diferentes intensidades de exercicio

fisico nos seguintes parametros:

* imunodeteccdo de HSP70 no plasma e em mondcito/macrofago circulante;

» capacidade de exportacdo de HSP70 por mondcito/macrofago circulante;

» capacidade fagocitica do mondcito/macréfago circulante;

» expressao de mRNA de monécito/macréfago para HSP72/73;

» liberagéo de peroxido de hidrogénio por mondcitos (provenientes dos animais)
incubados e estimulados ou ndo por indutor de proteina quinase C (acetato de forbol-
miristato, PMA, do inglés phorbol-myristate acedate

» deteccdo de parametros de estresse oxidativo e estado redox através de mensuracao de
niveis sorologicos de malondialdeido e glutationa reduzida e oxidada em eritrocitos;

» Correlagdo HSP70 plasmatica/fagocitose.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Este estudo se caracteriza por ser experimental, com grupos controle e exercicio para
as diferentes intensidades de exercicio fisico aerobico (natacéo) de efeito agudo e efeito de

longo prazo.

4.2 LOCAL DE REALIZACAO

Este projeto teve origem no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias do Movimento
Humano (PPGCMH) da Escola de Educacéo Fisica (ESEF) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia Celular (FisCel)
localizado no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) no Campus Central desta
universidade (Avenida Sarmento Leite, 500, CEP 90050-170).

4.3 ANIMAIS

Através da aprovacdo na Comissdo de Etica do Uso de Animais desta Universidade
(processo numero 19.819), foram utilizados neste estudo, 50 ratos \Rattas (horvegicus,
Var. Albinug, adultos (60 dias), machos de 250g obtidos no biotério central da UFRGS,
mantidos em caixas de polipropileno (33x17x40 cm), quatro animais por caixa, em um ciclo
de claro (iluminacdo artificial) /escuro de 12 h e temperatura de 22+2°C. Os animais
receberam agua e racad libitum, dieta comercial padréo para ratos de laboratério, contendo
aproximadamente 52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos. Os procedimentos
experimentais seguiram as normas éticas brasileiras (Goldim, 1995) e os protocolos de
exercicio fisico estavam de acordo com o Resource Book for the Animal Exercise Protocols
desenvolvido pela Sociedade Americana de Fisiologia (Kregal., 2006). As condicbes
experimentais foram as mesmas descritas em metodologias ja consagradas em nosso

laboratério (Silveiraet al. 2006; Krause & Homem de Bittencourt Jr, 2008).

Para o sacrificio dos animais, foi utilizado o método de decapitacdo, sendo este rapido e
eficaz para a coleta do sangue, promovendo minimas alteracdes fisioldgicas. Os animais nao
foram anestesiados para o sacrificio porque todos os anestésicos utilizados interferem na
glicemia (causam hiperglicemia) que é fator de atenuacao da producdo de HSP72 extracelular
(Brown et al., 2005; Sahet al., 2005; Febbraio et al., 2004).
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4.4 DISPOSICAO FINAL DE RESIDUOS

Apoés a morte e protocolos experimentais, os restos de tecidos e carcacas de animais
foram, entdo, colocados em sacos plasticos identificados com o simbolo de risco biolégico e
congelados em freezer (-20°C) destinado para este objetivo, no préprio Laboratério de
Fisiologia Celular. Através de cronograma semanal, este material biolégico € encaminhado ao
Biotério Central do Campus Centro da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para
aguardar nas mesmas condi¢cdes de armazenamento anteriormente especificadas a coleta dc
lixo realizada pela prefeitura (Coleta de Residuos Infectantes) em carros especiais

(Aborgama) e destinados a aterros sanitarios.

Meios de cultura celulares e células, tudo em garrafas de poliestireno, foram embalados
em sacos apropriados, autoclavados, etiquetados como Lixo Biolégico e entregues, também,
ao servico de coleta da Aborgama. Residuos de géis de poliacrilamida foram tratados como

Lixo Quimico que é coletado pelo servico de coleta sediado no Instituto de Quimica da

UFRGS. Solventes nao biodegradaveis foram tratados como lixo quimico.

4.5 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO

Vinte e cinco ratos Wistar machos (250g) foram submetidos a exercicio/protocolo de
natacdo de 20 min em tanque de vidro com quatro camaras (55 cm de profundidade, 20 cm de
comprimento e 20 cm de largura, cada) preenchidos 45 cm com agua a 31+l °C. Esta
temperatura foi escolhida por ser neutra para o animal (Harri & Kuusela, 1986) evitando que a
imersdo em agua fria ou muito quente (estresse térmico) pudesse interferir nos resultados
(lembrando que a principal variavel em estudo, HSP70, € dependente da temperatura do
animal), conforme ja verificado em outros estudos (Fehrenabach & Niess, 1999). Vinte
animais foram divididos aleatoriamente em grupos de cinco cada, tendo adicionados, como
modulador da intensidade de nado, contrapeso de chumbinhos de pesca fixados com fita
adesiva a base da cauda dos mesmos (para nao interromper a circulacdo da mesma) pesand
2,4, 6 e 8% do peso corporal total de cada animal. Os ratos restantes, cinco, representaram o
grupo controle (sem exercicio), que foram mantidos individualmente, no mesmo tanque de
natacdo, com preenchimento de apenas 5 cm de 4gua na mesma temperatura, para simulacas
do estresse de estar em contato com a agua, sendo considerado como nivel de severidade leve
Todos os animais foram previamente adaptados ao ambiente de natacdo em trés sessdes dt

0ito min sem carga que aconteceram nos dias anteriores ao dia da sessao de exercicio fisico.
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Neste protocolo, imediatamente ap6s o término da sessdo aguda de exercicio fisico

foram decapitados.

Para a realizép do segundo protocc experimental, vinte e cin ratos Wistar
machos (250g) passaram pelo mesmo protocolo de exercicio agudo descrii, mas,

foram decapitados 12dp0os o término da sessao de exercicio fi

— CONTROLE ]

-, 0 AGUDO,
Cargade 2 % do PCT IMEDIATO
GRUPOS (5) ————— Cargade 4 % do PCT
AGUDO,
12 HORAS

— Carga de 6 % do PCT

—— Carga de 8 % do PCT

Figura 1 —Esquema representando o desenho experimental do trabal

4.6 DOSAGEM DE IACTATO

Amostras de sangue for. coletadas por punc¢édo na veia caudal plL) dos animais
antes @mediatamente apos a sessao de eyo. A concentracdo de lactato determinada
em aparelho especifico (Accutrend®ctate, Roche) e os resultados fo expressos em

mmol de lactato/litro.
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4.7 SEPARACAO E CULTURA DE MONOCITOS/MACROFAGOS: OBTENCAO DA
AMOSTRA ESTUDADA

Em 1968, Boyum descreveu métodos para a separagdo de mononucleares do sangue
periférico e da medula éssea. Desde entéo, varios sdo os estudos que utilizam-se desta técnice
para obter células imunoldgicas circulantes para as mais diversas pesquisas (Hungr-Lavin
al., 2004; Whitham et g12004; Vince et al., 2009).

Baseado nisso, a obtencdo de mononucleares sanguineos foi realizada pela técnica de
separacao isopicnica através de uma solucdo ndo comercial, contendo Ficoll (Sigma) e
Diatrizoato de Sodio (Sigma) a partir de amostras de sangue periférico inteiro. Esta técnica
baseia-se na separacdo de mononucleares do sangue periférico ou plasma rico em leucadcitos
pela centrifugacdo em gradiente descontinuo de polissacarose. Foi adicionados 5 ml da
solugéo em tubos conicos (Corning ou similar) para centrifugacéo, de 15 ml. As amostras de
sangue heparinizadas 50U/mL (Parinex) e diluidas na proporc¢do 1:1 com solugéo salina 0,9%,
foram depositadas sobre a camada da solu¢cédo com o auxilio de um pipetador automatico, sem
misturar. Logo apos, as amostras foram centrifugadas a 400 x g por 15 a 18 min (dependendo
do esfor¢co do animal, ou seja, em repouso ou imediatamente ap0s a sessao de exercicio fisico,
sofrendo influéncia de hormonios plasmaticos alterados pelo exercicio fisico) em centrifuga
com rotor tipaswinging-bucke{Universal 320R — Hettich) a temperatura ambiente; a camada
opaca (contendo os mononucleares) da interface entre o plasma (camada superior) e a solugac
(camada média) foi coletada diretamente (sem aspirar o sobrenadante) com o auxilio de uma
micropipeta monocanal (Labmate, HT) de 1 mL, com o cuidado de ndo aspirar a camada
inferior (eritrocitos e granulécitos). Os mononucleares foram transferidos para tubo de 50 ml
(Corning ou similar) e o conteudo diluido com tampéo salina fosfato (PBS, do inglés
phosphate buffer salipgpara um volume de cerca de 10 vezes o volume de mononucleares e
centrifugados gwinging-buckégta 250 x g por 10 min a temperatura ambiente para precipitar
as ceélulas. A preparacéo final (ap6s as lavagens com PBS) foi ressuspensa em 2 mL de meio
de cultura RPMI 1640 (do ingl&Roswell Park Memorial Institujg(Sigma), suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Sigma) inativado pelo calor (56°C por 30 min), 100
pug/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina e 2 g/L de bicarbonato de sdédio, pH 7.6,
sendo as células semeadas em placas de 96, 24nvardpocos(Corning) (conforme a
analise) e incubadas em estufa umidificada (Harris), sob uma atmosfera contendo 5% de

didéxido de carbono/95% ar, por cerca de meia ou 2 h (conforme avaliacdo necessaria) a
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37 graus Celsius, para promover a adesao de mondcitos em placas. Esta adesdo € mediada pc
receptores de superficie dos mondcitos e este processo adesivo promove profundas alteracdes
nas caracteristicas dos mondcitos, o que rapidamente diferencia-os em células mais ativadas,
semelhantes aos macroéfagos teciduais encontiades’o (Homem de Bittencourt, 1993,

1994). Portanto, neste texto, o termo mondcito/macréfago sera utilizado todas as vezes que se
fizerem referéncias aos mondcitos circulantes obtidos pelas técnicas descritas acima e
incubados até que se comportem como macrofagos (aderidos, com incremento na producéo de

espécies reativas de oxigénio (ERO), com alta capacidade fagocitaria).

Apos o tempo de adesao celular, o sobrenadante foi descartado e o poco foi lavado 3x
com 1 mL de PBS, para evitar qualquer contaminacdo da amostra de macrofagos. Esta
amostra foi obtida por raspagem do fundo das placas com raspadores espeawficos (
scraper$ (Corning) com adicdo de 1 mL de PBS, para coletar todas as células. Para finalizar
0 processo, as amostras celulares foram centrifugadas (Sorval) a 1800fusante um

minuto, sendo 0s seus sobrenadantes descartados.

O precipitado foi homogeneizado (Hielschgltrasound Technologydurante um
ciclo de 30 segundos com poténcia de 50% em gelo, com 20ul de SDS 0,1% com os
inibidores de protease TLCK(|&y/mL) (Sigma), Leupeptina (5 pg/mL) (Sigma) e Fluoreto
fenilmetilsulfonil (PMSF do inglésphenylmethylsulphonyl fluorig)lg Sigma) em 10@M.
Posteriormente a homogeneizacdo, as amostras obtidas foram congelfdezeni20°C)
para posteriormente serem submetidas a SDS-PAGEseeWd Blotting.

4.8 VIABILIDADE DE MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

Trypan Blue(Sigma) € um corante recomendado para o uso em procedimentos para
contagem da viabilidade celular levando em consideracdo o numero de células que morreram
durante o procedimento de extracdo. Este meéetodo parte do principio que células mortas
absorvem este corante mudando sua coloracdo para o azul, enquanto que células vivas
absorvem e bombeiam para fora o corante ndo apresentando, portanto, nenhuma coloracéo.
Para observar esta viabilidade utilizou-se, dependendo de cada amostra, determinadas
guantidades de amostra, tampéao de salina com FABgpan Blue Dessa amostra preparada,
10u sdo colocados na camara de Neubauer para realizantagem de células vivas ou

mortas por cada mililitro de amostra.
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4.9 CONTAGEM DIFERENCIAL DE MONONUCLEARES SANGUINEOS PELA
TECNICA DO VIOLETA CRISTAL-ACIDO ACETICO

Esta técnica objetiva a contagem de mononucleares sanguineos através do corante
Violeta Cristal ou Violeta Genciana (2% em &cido acético glacial 10%) que colora o nucleo
das células analisadas, permitindo dessa forma, uma contagem diferencial das células que
compdem a amostra, utilizando-se a camara de Neubauer para precisar o nimero de células

contido em cada mililitro de amostra obtida.

4.10 OBTENCAO DE AMOSTRAS PARA O RT-gPCR

Anterior & homogeneizacdo das amostras no tampdisede inibidores de proteases,
foi coletada 1 x 10de mondcitos/macréfagos circulantes de cada intensidade de exercicio
fisico do desenho experimental com sacrificio apos 12 h da sesséo de exercicio fisico, diluidos
em PBS em microtubos. Estas amostras foram centrifugadas a 1%0Qtbx um minuto,
temperatura ambiente, sendo seu sobrenadante cuidadosamente aspirado. Finalizando, 0S
microtubos eram congelados em nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadibeegnr (-
20°C) para serem posteriormente processados conforme item a ser descrito posteriormente,
RT-gPCR. Todos os procedimentos utilizados para a extracdo de RNA foram feitos sobre
condicdes estéreis e livres de alguma possivel contaminacdo por DNAse ou RNAse, como por
exemplo, uso de luvas nitrilicas, uso de alcool e agua com dietilpirocarbonato (Sigma), dentre

outros.

4.11 DOSAGEM DE PROTEINAS

Refere-se a dosagem de proteinas contidas na amostra, através da comparagcdo com ume
curva padrao com diferentes concentracdes proteicas conhecidas e cujas amostras sao lidas
em leitora de microplacas (Benchmark Biorad), baseando-se no método espectrofotométrico
descrito por Bradford (1976), no qual as proteinas das amostras ligam-se ao Azul Commassie

Brilhante-G-250, sendo este complexo formado, absorvido a 595 nm.

Esta etapa é fundamental em todo o processo para determinacéo da expressao de HSP70
ja que gquantidades iguais de proteinas deverédo ser carregadas nos geéis de eletroforese par:
apresentarem resultados fidedignos. Em todas as amostras foram adicionadas tampédo de
amostra (Laemli, 1970) e fervidas em banho termostatico (Novusa) durante cinco min, para
que todas as ligagfes dissulfetos das proteinas fossem quebradas e carregadas negativament:

para facilitar a corrida das proteinas por peso molecular e carga elétrica.
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4.12 IMUNODETECCAO DE HSP70

Quantidades iguais de proteina celular (cerca de #5322 mondocitos por poco e 40
HUg de proteinas plasmaticas por poco) foram separadas em gel de poliacrilamida (10%) -
dodecil sulfato de sédio para eletroforese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) em cuba Mini-
Protean Tetra Cell (Bio-Rad) e tampédo de corrida constituido de Tris a 25mM, glicina a
192mM e SDS 1% (m/v), pH 8.3, usando-se 1 cm de gel de entrada 4% (m/v) e gel de
separacao 10% (m/v) em termos de mondmeros de acrilamida, para corridas nos géis com
tampéao de amostra redutor contendo Tris-HCI 62,5mM pH 6.8, glicerol a 10% (m/v), SDS a
2% (v/v) ep-mercaptoetanol a 5%, conforme descrito em Sardioab. (1989). Utilizou-se
como marcador de peso molecular uma mistura de padrdes de pesos moleculares previamente
coloridos (Biorad) com as seguintes proteinas: miosina (198 Ri@)actosidade (125 kDa),
albumina sérica (88 kDa), anidrase carbonica (37 kDa), inibidor de tripsina (31 kDa), lisozima
(17 kDa) e aprotinina (7 kDa). Por esta técnica, o gel de poliacrilamida separa moléculas em
misturas complexas de acordo com seu tamanho molecular e carga. Durante o processo ha
uma interacdo intricada de amostras, tamp6es de amostra, e corrente elétrica resultando em
bandas separadas de moléculas individuais. Ap0s as corridas nos géis, aproximadamente
3h30min, com amperagem constante de 15mA por gel, as amostras contidas no gel foram
destinas ao procedimento déestern Blotting, como descrito em Elia e Santoro (1994) sendo
transferidas para membranas de nitrocelul@zg Klealth Carg por eletrotransferéncia em
cubaMini Trans-Blot Electrophoretic Transfer CeBio-Rad) durante 2 h com voltagem
constante de 100V. A seguir, as membranas foram retiradas das cubas de eletrotransferéncia e
mergulhadas em VermelliRonceau S, sal de sodio (Sigma) e 0,3% (m/v) em solucdo de TCA
3% para confirmar o sucesso da eletrotransferéncia, corando as bandas contendo as proteinas
Feita a confirmacédo, foram descoradas com tampédo de TEN (Tris-EDTA-NaCel)-Tween 20
0,1% (81,55 umol/L) e entdo submetidas a técnicaMéstern Blotting por SNAP i.d..
(Millipore). Foram inicialmente bloqueadas com solucadidé¢to (0,5% de leite em TEN-
Tween 0,1%) incubadas por quinze min com anticorpo monoclonal BRM22 de ascite de
camundongo (hibridoma BRM22) contra HSP70 humana (Sigma H5147) diluido 1:1000, que
reconhece tanto a forma induzivel como a constitutiva. Depois disso, as membranas foram
lavadas trés vezes com 15 mL de TEN-Tween 0,1% e incubados mais 15 min com solugéo
contendo o segundo anticorpo de coelho contra IgG de camundongo conjugado a peroxidase

de rabanete (Sigma A9044) na diluicdo 1:10000. Apds, as membranas foram novamente
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lavadas trés vezes com 15 mL de TEN-Tween 0,1%, e a seguir, submetidas a solucdo para
revelacdo da peroxidase com 5 mL de Tris-HCI pH 8.8 contendo 22ul de Peroxido de
Hidrogénio (Fluka) e solucdo de 5 mL de Tris-HCI pH 8.8 contendo 22ul de &acido p-
Coumarico (Fluka) e 50ul de luminol (3-aminoftalidrazida, Fluka). As imagens foram
captadas pelo programimageQuant 350 CapturéGE) e analisadas pelo programmaage
Quant(GE).

Como normalizador para a expressdo de HSP70 em mondcitos, incuba-se a mesma
membrana com anticorpo Monoclonal AftActina conjugado com Peroxidase de rabanete,
isolado de ascite de hibridoma AC-15 de camundongo (Sigma A3954) na diluicdo 1:10000.
Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes com 15 mL de TEN-Tween 0,1%, e a
seguir, submetidas novamente a solugcdo para revelagdo da peroxidase (luminp¥/acido
Coumarico). O plasma nao cont@aActina, por esta razao utilizou-se como normalizado
além da mesma quantidade de proteinas ppogo dosadas pelo método de Bradford, a

albumina plasmatica visto que esta ndo se altera com o exercicio fisico.

4.13 TRANSCRICAO REVERSA E REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE EM
TEMPO REAL (RT-GPCR)

A técnica da reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (qQPCR) foi realizada para a
quantificacdo de fragmentos de DNA de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, ja
que determina valores durante a fase exponencial da reacdo. O cicloQyaiar Threshold,

CT) é o ciclo no qual a reagéo atinge o limiar da fase exponencial permitindo a quantificacao
exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia do reagente SYBR® Green (Strategene), um
reagente que fluoresce quando se liga especificamente a fita dupla do DNA, adicionado a

reacao.

4.13.1 Extracdo do RNA total

Mondcitos circulantes (1 x ¥pforam rompidos com tampéo de lise (38Pcom p-
Mercaptoetanol (140,80 pumol/mL) e agitadas em vortex. Posteriormente, realizou-se uma
filtragdo e centrifugagdo do lisado a 11000 adurante um minuto. Foi adicionado 3&i0de
dcool 70% no filtrado e submetido a vértex duas vezes durante cinco segundos. A ligacdo do
RNA foi realizada quando a amostra passou por um novo filtro através de uma centrifugacao
de 8000 xg por 30 segundos. Os filtros receberam uma solugcdo para a amostra ser

dessalinizada (350l) e foram novamente centrifugados durante um miautd 000 xg. No
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mesmo microtubo foi retirado o liquido filtrado e adicionad@i9@e tampdo DNAse com 10

ul de DNAse reconstituida. Apés a aplicacdo deuP8e DNAse diretamente no centro da
membrana da coluna de filtro, aguardou-se 15 min a temperatura ambiente. A membrana foi
submetida a trés lavagens: na primeira lavagem, adicionou-g¢ @8@ampao que inativou a
DNAse na coluna, centrifugou-se durante um minuto a 130@0descartou-se o filtrado.
Utilizando-se 0 mesmo microtubo, na segunda lavagem foi adicionadgl @ RA3 na
coluna, centrifugado durante dois min a 11000g.xO liquido e o microtubo foram
descartados. Na ultima lavagem, em um novo microtubo, fluiu-se o0 RNA através da coluna
pela adicdo de 100 de agua ultrapura livre de RNAse e centrifugadaubie um minuto a
11000 x g.

4.13.2 Preparacao do DNA complementar (CDNA)
Para a transcricdo reversa do RNA para cDNA utilizowdggh Capaciy cDNA

Reverse Transcription KifApplied BiosystemsPreparado o tampéao, adicionou-sepd@

amostra (10ul) na placa de 96 @is especifica para PCR (Axygen), feita uma breve
centrifugacdo e posteriormente o ciclo termal no termociclador MX3005-P (Stratagene), para
que ocorra a reacao da transcriptase reversa. Apds este processo, dosou-se a pureza dess:
amostras e as quantidades de proteina e cDNA espectrofotometricahembeue — GE

Health Care) para que todas as amostras sejam carregadas com a mesma quantidade de

cRNA (85 ng/ ) em uma nova placa.

4.13.3 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR)

Na placa para proceder a quantificacdo do cDNA preparado a parti do mRNA total das
amostras, prepararam-se solu¢bes com SYBR® Green (12,5 pl), os primers especificos
(forward ereversé (1,5 pl cada) na concentracdo de 400wdll/le o ROX Reference Dye
passivo)na concentracdo de 30 nMll (0,375 ul). Para HSP72 foi utilizada a seguinte
sequéncia de nucleotidegmimer foward (5 — GCT GCG GAT CAT CAACG - 3) e
primer reversg5’ — AGA TGA GCA CGT TGC GC - 3"), para HSP7®imer forward (5" —

GAT TTG CTG CTC TTG GAT GTC - 3') eeverse(5’ — GCT TGA TGA CGA CAG TCA
TGA C - 3)) e finalizando, o normalizador utilizad®:Actina comprimer forward (5 —
GTG CTA TGT TGC CCT AGA CTT CG - 3’) e primer reversg5’ — GAT GCC ACA
GGA TTC CAT ACC C — 3’). A solucéo total (16pul) era associada gl i@ amostra diluida

(85 ng/ ul) que passou pelo ciclo térmico. A reacdo era processada em trés segmentos: o
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primeiro consistia no aquecimento das amostras a 95°C durante 10 min; o segundo segmento
apresentava 50 ciclos, de 30 segundos a 95°C para um minuto a 60°C; o ultimo segmento
finalizava com um ciclo contendo um minuto a 95°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a
95°C.

Todos os processos foram realizados no termociclador (MX3005-P Stratagene)
utilizando o programa (MxPro, Stratagene) para quantificar as expressdes génicas das

amostras avaliadas.

4.14 ANALISE DA CAPACIDADE FAGOCITICA PELA TECNICA DO ZIMOSAN

Para a realizacdo do experimento, 50 mg de Zimosan (célulascdbaBomyces
cervisaedesprovidas de conteudo citoplasmatico) foram diluidos em 100 mL de PBS sob
agitacdo. Apos a diluicdo, esta preparacgdo foi fervida por trinta min e posteriormente lavada
trés vezes com PBS (15.000 o« por 10 segundos) descartando o sobrenadante e

ressuspendendo o precipitado com PBS para uma concentracdo de 40x a concentracao inicial.

As particulas de zimosan foram incubadas sob agitacdo por 10 min, a 37°C com
vermelho neutro (200 mg/mL) dissolvido emmmetilsulfoxido (DMSQO) para marcagao. A
preparacédo foi ressuspensa em 20 volumes de PBS. Apos a centrifugacdod;1@00min),
lavou-se este precipitado 3x com PBS na mesma centrifugagéo anterior. Depois de lavadas, o
pelletfoi ressuspenso em 2,5 mL de PBS e essa preparacao foi passada em seringa de insulina
com agulha de insulina para obter particulas unitarias. Apos a finalizacdo deste processo,
essas particulas apresentam-se avermelhadas sendo facilmente visualizadas no microscoépio

optico.

Para permitir a fagocitose (que é dependente do sistema complemento ligado as
particulas a serem fagocitadas), 50 ul de suspensao de particulas de zimosan coradas com
vermelho neutro (20 mg/mL) foram misturadas em igual volume de soro homaologo (contendo
0 complemento) para opsonizacdo e incubadas por 30 min a 37°C sob agitacdo em banho
termostatico. Apds este periodo, esta preparagdo foi centrifugada e lavada 3x com PBS a

15.000 x g por 10 segundos para depois ser ressuspensa gindsbheio RPMI 1640.

ApoOs a separacdo dos mononucleares sanguineos, estes foram ressuspensos em tornc
de 1 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) e 1% de

estreptomicina (v/v). Este volume celular total foi dividido e semeado em dois micropogos
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para posteriormente os mondcitos/macréfagos aderidos serem submetidos ou ndo ao estimulo
do PMA. Apés a incubacdo das placas de cultura, os pocos foram lavados 3x com PBS
aquecido a 37°C para retirar células e hemacias contaminantes. Executado este processo,
adicionou-se meio RPMI com 10% de soro homologo mais PBS contendo etanol a uma
concentracdo de @M em um grupo e no outro PMA na mesma concentracdo e diluente.
Aguardou-se 15 min para ocorrer a atividade oxidativa e adicionou-se 10% do volume total
do poc¢o de zimosan marcado com vermelho neutro e aquecido previamente a 37°C, sendo
ambas as incubacfes realizadas em estufa deRa@a interromper o processo de fagocitose,
lavaram-se os pocos com PBS gelado e colocaram-se as placas de cultura no gelo para entac
contar as particulas fagocitadas pelos macréfagos no microscépio digital 1X-81 (Olympus)

utilizando o programa Cell

4.15 INDICE DE HISHIKAWA

indice proposto por Hishikawa e colaboradores (1991), no qual o resultado da
proporcado das particulas totais fagocitadas pelo namero total de células € multiplicado pela
proporcdo das células que fagocitaram mais de uma particula pelo total de células e

posteriormente multiplicado por 100 para expressar o dado em porcentagem.

4.16 XILENOL LARANJA

Esta técnica caracteriza-se pela oxidacdo de& €€ na presenca de hidroperéxidos
lipidicos (lipoperéxidos) e formacdo de complexos d& Eem xilenol laranja Xylenol
orange XO) segundo a técnica descrita originalmente por kamad (1991) e adaptada para
plasma e soro por Arab & Steghens (2004). A versao ldanksde ROOH reduzidos com
trifenilfosfina (TPP) é de Sotdergrest al. (1998): onde sdo preparados blanks para cada
amostra, contendo a amostra mais TPP (que reduz especificamente os hidroperéxidos) e os

valores obtidos sdo descontados das demais leituras.

A concentracdo de proteinas no soro foi inicialmente quantificada pela dosagem de
proteinas via método de Bradford (vide item 4.11), para que todas as amostras fossem

diluidas, a fim de que fossem analisadas com 1mg de proteina por mL.

O reagente de trabalho € composto por metanol 90% (v/v), Xilenol laranja (2 mM, acido
o-cresolsulfonoftaleina-3,3is-metilimino-diacético, sal tetrassédico), &acido sulfarico
(H2SOy) 1M e hidroxitolueno butilado (BHT) 40 mM.
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As amostras e uma curva de concentragdo de hidroperéxido obtida a partir de tert-Butil
hydroperéxidgem diferentes concentragdes: 0,5, 1, 2, 4, 10 e 20uM) (10ul) foram pipetadas
em placas de 9%ellse separadas igualmente em dois grupos: um que foi adicionado metanol
absoluto (10ul) que demonstrava o contato dos lipoperoxidos presentes nas amostras e 0 outro
gue se colocou trifenilfosfina 1mM (10ul) para reduzirem-se os hidroperéxidos. As amostras
foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente. Apds esse periodo foi pipetado o
reagente de trabalho () e depois 10l de sulfato ferroso 10mM e a placa foi pré-incubada
por mais 30 min a temperatura ambiente. Para o branco utilizou-se agua deionizada. A seguir

foi realizada a leitura a 560nm.

Os valores de absorbancia (abs) utilizados para os calculos fsabm= ab&ooH-total
— abspp tanto para as curvas como para as amostras, isto €, os valores a serem utilizados nos
calculos ja devem vir descontados dos blanks com TPP. Para soro o resultado foi obtido
diretamente: concentracdo (mM mnol/ml) = [Aabs/8,5085] x 11 (diluicdo de 1L em
120pL finais no ensaio) = 1,2928 x abs.

4.17 AVALIACAO DAS ESPECIES REATIVAS DO ACIDO TIOBARBITURICO
(TBARS)

A peroxidacdo de lipides (lipoperoxidacdo) é considerada um indice de estresse
oxidativo em varios territérios (Llesuy, 2002). Uma vez que estas substancias podem ser
produzidas em varios tecidos vindo a ganhar a circulacdo sanguinea, a determinacdo de
lipoperéxidos € muito Util para que se estabeleca o nivel de estresse oxidativo. Para a
avaliacdo destas substancias utiliza-se a medida indireta do malondialdeido, uma espécie
quimica que sempre é gerada quando ocorre lipoperoxidacdo. Para a avaliagdo do estresse
oxidativo sistémico utilizou-se a técnica do TBARS, sendo considerada um bom indice para
lipoperoxidacao (Bello-Klein, 2002). A técnica foi adaptada de BUEGE & AUS (1978) e
DRAPERet al. (1993) no qual foram pipetados 50uL de amostra de soro a cerca de 1mg/mi
(50png) em microtubo de 1,5 mL, adicionando: 10uL de hidroxitolueno butilado (BHT, do
inglés butylated hydroxytoluene), 200 pL de &cido tricloroacético 30% (TCA, do inglés
trichloroacetic acid) e 200uL de Tris-HCI 10mM pH 7,4, sendo realizado um vortex a cada
adicdo de reagente. A amostra foi levada ao banho termostatizado a 100°C por 15 min. Apos,
as amostras ainda quentes foram centrifugadas por dois min a 19 @80rnval). Coletou-se
400pL de sobrenadante e misturou-se na mesma propor¢do com acido tiobarbitarico 0,73%
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(TBA, do ingléstiobarbiturico acid) levou-se novamente as amostras para ferver em banho
aquecido a 100°C por trinta min. Pipetou-se 200uL do sobrenadante fervido de cada amostra

em duplicata em placas de 96 micropogas ler a 540nm na leitora de ELISA.

4.18 DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Utilizou-se o método classico de Pick & Mitzel (1981) descrito em Silveira e
colaboradores (2007) para determinacdo da producdo de peroxido de hidrogénio pela
oxidagdo do vermelho fenol na presenca de peroxidase de rabanete (HRP do inglés,
horseradish peroxidas€pigma) por macréfagos cultivados/incubadositu (sem a retirada
das células ou sobrenadantes). Como o peréxido de hidrogénio vai reagindo com os corantes a
medida que vao sendo produzidos, a presente técnica, apesar de perder em sensibilidade par:

outros métodos, fluorescentes, por exemplo, tem a compensacgéo de ser facilmente executada.

Mondcitos circulantes respondem a estimulos de membrana (particularmente os
ativadores da proteina quinase C) produzindo uma atividade oxidativa, especialmente via
NADPH oxidase,que reduz o oxigénio molecular a superoxido que, por sua vez, na presenca

da catalase intracelular, € convertido a peroxido de hidrogénio que pode ser mensurado.

Para atingir este objetivo, os mononucleares sanguineos obtidos do sangue periférico
foram ressuspensos em 1,5 mL de meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (v/v)
sendo que cada amostra foi plaqueada em trés poc¢os, cada um contendo 500 pL de células
ressuspensas em meio, em placas de cultura de 24 pocos para promover a adesédo dos
monaocitos, durante trinta min a 37 graus, em atmosfera umidificada contendo 5% de dioxido
de carbono. Apés este periodo, aspiraram-se as células ndo aderentes e lavou-se trés veze:
com PBS previamente aquecido a 37°C. Em seguida, as células foram tratadas com EBSS (do
inglés, Earle's balanced salt solution) completo na presenca ou auséncia de PMA (200 nM
final) para que as células fossem ativadas para a producdo do peroxido de hidrogénio. Todos
0s pocos foram tratados com solucdo de fenol vermelho (fenolsulfoftaleina, a 200 pg/mL
finais) e peroxidase de rabanete a 1,9 U/ml finais no poc¢o). No tempo zero, 0S pogos
destinados a servir de controle interno negativo do experimento foram tratados com solucao
de hidréxido de sodio 1 N, o que mata as células e muda a cor do corante para um roxo forte.
Em paralelo a producéo de peréxido pelas células a serem incubadas, foram pipetadas curvas
de concentracdes conhecidas de perdxido de hidrogénio para calibracdo do experimento, em
placas de 96 micropogos. As placas contendo as células e as curvas de calibracdo foram,
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entdo, incubadas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5%.d@o€@ma hora para

permitir a producdo de peroxido de hidrogénio estimulada ou ndo pelo PMA. Apos este
periodo, todos 0s pocos (com excecdo dos controles de tempo zerobkanks
espectrofotométricos das placas, onde pipetou-se apenas EBSS) foram também tratados com
hidroxido de sédio. O sobrenadante de todas as amostras celulares foi repassado para as
placas de cultura de 96 micropogos junto com as curvas de calibraigimks. Este
procedimento foi realizado, pelo cuidado inicial de que a adesdo dos mondcitos fossem feita
em uma superficie ampla para que as células contaminantes deste processo (linfocitos,
neutréfilos) ndo interferissem na queda das células de interesse para o fundo da placa. Apds
este procedimento, a placa de 96 micropocos foi analisada em leitora de microplacas (Biorad)

com leitura a 600 nm.

4.19 DETERMINACAO DO CONTEUDO INTRACELULAR DE GLUTATIONA

A formacdo do acido tionitrobenzoico (TNB) pode ser monitorada
espectrofotometricamente a 412 nm (ou 415 nm, dependendo do equipamento). Na presenca
da redutase de dissulfeto de glutationa (GSSG) e de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH do inglésqicotinamide adenine dinucleotide phosphateGSSG resultante
da primeira reacdo (ou aquele que ja estava presente na amostra) € reconvertido em glutationa
reduzida (GSH) que é reoxidado a GSSG formando mais TNB. Como a quantidade de GSSG
redutase € constante e os demais substratos (como NADPH e DTNB) sdo adicionados em
quantidade saturantes, a velocidade de formacdo de TNB é proporcional & quantidade inicial
de GSH (e de GSSG) nas amostras. Conforme a reacao prossegue, o DNTB (e o NADPH que
também poderia ser monitorado) vai sendo consumido enquanto que a GSH (e/ou 0 GSSG) é

reciclada, ou seja, volta para a primeira reacao.

Para determinagéo intracelular de GSH e GSSG, foi coletado um volume conhecido de
sangue (por exemplo, 1 mL) e separado o plasma heparinizado. A “papa de hemécias” obtida
(cerca de 0,1 mL no caso) foi misturada com 5 volumes de acido metafosforico (MPA do
inglés metaphosphoric acid) (0,5 mL). Coletou-se o sobrenadante e na razfo dil@ido
diretamente com MPA e homogeneizado. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 4°C
em microcentrifuga (15.000 g) e o sobrenadante coletado para as andlises cinético-
espectrofotométrica pelo método de reciclagem com o &cido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzoico]
(DTNB) e glutationa redutase (GSRd) numa adaptacdo do método de Anderson, (1985)
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conforme descrito em Kolbegg al. (2006). A determinagcdo dos contetdos de GSH e GSSG
em eritrocitos, que fornecem um quadro do potencial redox sistémico, foi efetuada segundo
metodologia descrita em Silveiret al. (2006). A primeira parte do ensaio consiste na
determinacao de glutationa total (GSH+GSSG) medida em equivalentes de GSH pelo método
da reciclagem de DTNB, levando a oxidagdo da GSH em GSSG com formagéo TNB e
posterior restituicdo da GSH, pela reducdo altamente especifica da GSSG redutase na
presenca de NADPH. Sendo a taxa de formacéo de TNB proporcional a soma inicial de GSH
e GSSG monitorada a 412nm.

4.20 DETERMINACAO DE NITRITOS

Utilizamos a producao de nitritos para avaliar a capacidade do macrofago em produzir
oxido nitrico, visto que o primeiro é o produto de vérias rea¢des que o segundo sofre por estar
na forma gasosa e reagir com diversas moléculas presentes no microambiente. Dentre elas,

destacamos:
2NO+Q - 2 NGO
2NO + 2NQ - 2 NbOs

2N,O3 +2 HO - 4 NO, + 4 H'

Apo6s a obtencdo dos mondcitos circulantes, estes foram semeados em placas de 24
pocoscom meio RPMI 1640 e 10% soro fetal bovino (v/v) e submetidos a incubacdo em
estufa de C@durante duas h. Passado este periodo, as células foram lavadas 3x com PBS
pré-aquecido a 37°C e ressuspensas em 200 ul deste mesmo tampéao, incubadas durante um
hora novamente na estufa de £@o término deste, foi adicionado 100 ul do reagente de
GRIESS | (Sulfanilamida) e 100 ul do reagente de GRIESS Il (Naftiletlenodiamina). Esses
sobrenadantes foram passados para uma placa de 96 micropoc¢os, a qual possuia uma curva d
nitrito de sodio com diferentes concentragcdes e que também recebiam esses dois reagentes na:
mesmas concentragdes das amostras. Esperou-se 10 min a temperatura ambiente e efetuou-s

a leitura da placa em ELISA utilizando um filtro de 540 nm.

4.21 ANALISES ESTATISTICAS

O tamanho de amostra foi calculado para detectar a menor diferenca esperada entre os
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grupos (de acordo com a literatura, 2010 ng/ml (Febletial., 2002a) para a principal
variavel dependente do estudo (expressao de HSP70). Foi utilizado para o calculo um poder
estatistico de 80% para um nivel de significancia de 0,05%. Posteriormente a coleta de dados,
estes foram submetidos a procedimentos descritivos (medidas de tendéncia central e
dispersao) e inferenciais iniciando com a realizacao do teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(n<50) e de homocedasticidade de Levene para verificar a variancia entre os grupos. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdao da meédia. As comparacdes entre 0s
varios parametros, entre os grupos controle, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base
da cauda dos animais, foram realizados pelo teste ANOVA de uma via ou teste de correlagao
de Pearson para dados paramétricos. Quando os valores de F eram significativos, realizaram-
se 0s pos-testes complementares de Student-Newman-Keuls. Caso os resultados fossem nac
paramétricos utilizamos o teste de Kruskal-Wallys seguido do festehocde Friedman e

indice de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia para a probahilid&eeros do

tipo | no teste de hipdteses foi determinado em, no minimo, P<0,05. Os célculos foram

efetuados através do programa SPSS para Windows, verséo 13.0.

4.22 APOIO FINANCEIRO

Este projeto contou com suporte financeiro do MCT/CNPqg, MS/DECIT, FNDCT, CT-
CIOTEC CT-Saude (Edital Bioinova CNPq) e INCT de Hormodnios e Saude da Mulher
(CNPQ).



5 RESULTADOS

5.1 LACTATO SANGUINEO

Utilizamos a avaliagdo da concentracdo de lactato sanguineo para comprovar o uso de
diferentes intensidades, com valores crescentes de carga, durante um mesmo periodo de
realizacdo de exercicio fisico, visto que a concentracdo deste metabolito nos fornece uma
estimativa da intensidade do esforco (Silveira & Denadai, 2002). Para tanto, as dosagens
foram realizadas através de uma pequena incisdo na cauda do animal antes e imediatamente
apos o término da sessdo de exercicio fisico agudo, a fim de verificar alteragbes nas
concentracdes de lactato sanguineo. Houve uma diferenca extremamente significativa (p <
0,0001) entre os grupos, estando totalmente correlacionada com o aumento de intensidade do
exercicio fisico, ou seja, quanto maior a carga de trabalho, maior era a producao de lactato

sanguineo (figura 2).

DOSAGEM DE LACTATO
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Figura 2 — Dosagem do lactato sanguineo obtido de animais ap0s serem submetidos a uma sessao
aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do
peso corporal atado & base da cauda. Os grupos apresentaram diferenca significativa entre si (p

< 0,0001).
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Relacionado ao grupo repouso: 2% (p < 0,01), 4% (p < 0,05); 6% e 8% (p < 0,001);
Relacionado ao grupo 2%; (p < 0,001);
Relacionado ao grupo 4%; (p < 0,001);

© o w >

Relacionado ao grupo 6%; (p < 0,05).

5.2 IMUNODETECCAO DE HSP70

Proteinas de choque térmico apresentam como principal funcdo intracelular a
citoprotecdo. Assim, a célula quando exposta a um estimulo que poderia resultar em algum
dano celular, promove transcricdo génica e posterior sintese de HSP70 para que esta realize
um papel citoprotetor. No papel inverso, quando liberada para o meio extracelular esta
proteina apresenta papel pré-inflamatorio, busca alertar o sistema imunoldgico frente a um

estresse estabelecido, causador do desequilibrio homeostatico.

5.2.1 Plasma sanguineo

Numa relacdo dose-dependente, quanto maior for a intensidade de exercicio fisico,
maior foi a taxa de liberagcédo para o sangue de HSP70. A literatura atual esclarece as origens
dessas proteinas, dentre elas: tecidos hepatoesplancnicos, sistema nervoso central, leucocitos
dentre outros (Gonzalez & Manso, 2004; Febbraio et al., 2002a; Lavin-Hunter et al., 2004).

Em nosso estudo, imediatamente apos a sessao de exercicio fisico agudo, os plasmas
demonstraram um aumento crescente na quantidade de HSP70 quando relacionados a
caracteristica da intensidade, ou seja, leve, moderada ou intensa (figura 3). Dessa forma, 0s
grupos repouso e 2% apresentaram valores semelhantes. Entretanto, quando comparados ao:
grupos de intensidades moderada (4%) e intensa (6% e 8%) apresentaram-se 131% e 231%,
respectivamente, menores nos valores de imunodetec¢do, valores estes considerados com

diferenca estatistica (p = 0,0131).
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IMUNODETECCAO DE HSP70 PLASMATICA , IMEDIATO
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Figura 3 - Imunodeteccdo da HSP70 plasmética dos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e &

imediatamente apds a sessao de exercicio fisico agudo. Os animais realizaramin de natacéo
com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam difer
significativas entre si (p = 0,013) ANOVA de uma via, post-hoc Studeni-Newman-Keuls. (A)
Histograma representando a expressdo de HSP70 normalizado os valores de albumina er
unidades arbitrarias (u.a.) (B) Imagem representativa da HSP70. (C) Imagem representativa

albumina.

A. Relacionado ao grupo 2% (p < 0,0%

Quando se cita HSP70, do subentendidaas duas formas desta proteina, a indu:
assoada com a constitutiva. A literatura embasa de forma robusta a liberacdo da F
HSP70 para a circulacdo sanguinea, tanto em situacfes de exercicio como em [
(Wey et al, 2009; Whithamet al., 2007; Krepuskat al, 2011), mas até o momentoo
demonstra a liberacdo da HS! provocada pelo exercicio fisiquara 0 meio extracelular. ,
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descrevermos a liberagdo da HSP 72 para o plasma imediatamente apds um exercicio fisico de
efeito agudo, observamos que a liberacdo desta proteina para o plasma obedece uma relacac
dose-dependente nos trés primeiros grupos e atinge um platd nas intensidades de 6% e com
uma discreta queda no grupo 8%, sendo entdo 541%, 247% e 370% maiores que 0S grupos
repouso, 2% e 4%, respectivamente (figura 4). Considerando os valores com elevada

diferenca significativa (p < 0,01).

IMUNODETECCAO DE HSP72 PLASMATICA, IMEDIATO
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Figura 4 - Imunodeteccdo da HSP72 plasmatica dos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%,
imediatamente apds a sessao de exercicio fisico agudo. Os animais realizaram 20 min de natacao
com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam diferencas
significativas entre si (p = 0,0047, ANOVA de uma viapost-hoc Student-Newman-Keuls).
Histograma representando a expressdo de HSP72 normalizado pelos valores de albumina em

unidades arbitrarias (u.a.).

A. Relacionado ao grupo repouso: 4% e 8% (p < 0,05) e 6% (p < 0,01);

B. Relacionado ao grupo 2% (p < 0,05).

Por sua vez a liberacdo de HSP73 para o plasma sanguineo (figura 5) também ocorre

com o mesmo desenho da HSP70, ou seja, grupos intensos muito semelhantes e com maior
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liberacdo proteica em relagdo aos demais (em torno de 341%), considerados com elevada

diferenca estatistica (p < 0,0001).

IMUNODETECCAO DE HSP73 PLASMATICA, IMEDIATO
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Figura 5 - Imunodeteccdo da HSP73 plasmatica dos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%,
imediatamente apds a sessao de exercicio fisico agudo. Os animais realizaram 20 min de natacao
com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam diferencas
extremamente significativas entre si (p< 0,0001, ANOVA de uma vipgst-hoc Student-Newman-
Keuls). Histograma representando a imunodeteccdo de HSP73 normalizada pelos valores de

albumina em unidades arbitrarias (u.a.).

A. Relacionado ao repouso; p < 0,001.
B. Relacionado ao grupo 2%; p < 0,001.
C. Relacionado ao grupo 4%; p < 0,001.

Verificamos a imunodeteccdo de HSP70 no plasma sanguineo de animais 12 h apds uma
sessdo aguda de exercicio fisico (figura 6). Estes niveis apresentaram entre 0s grupos, uma
diferenca considerada significativa (p = 0,0154), sendo os niveis dose-dependente, ou seja,
quanto maior a intensidade, maior a liberagdo plasmatica de HSP70 com exce¢do do grupo

mais intenso, que apresentou niveis semelhantes ao grupo 2%. Portanto, em relacdo ao
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repouso, o grupo 2% apresentou o sinal de imunodetecc¢éo 2x mais intenso, 0 4% 3x,

e 0 8% 2x, confirmando uma queda descrita anteriorm

IMUNODETECCAO DE HSP70 PLASMATICA , APOS12 h
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Figura 6 - Imunodetec¢édo da HSP70 plasmatica dos gpos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%12
h apds a sessdo de exercicio fisico agudo. Os animais realizararrmin de natacdo com suas
respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam difere
significativas entre si (p = 0,0154, ANOVA de urr via, post-hoc Student-Newman-Keuls). (A)
Histograma representando a imunodeteccdo de HSP70 normalizada pelos valores de albun
em unidades arbitrarias (u.a.). (B) Imagem representativa da HSP70. (C) Image

representando a normalizadora, albumine

A. Relacionado ao grupo repouso (p < 0,0t
B. Relacionado ao grupo % (p < 0,05);
C. Relacionado ao grupo 8% (p < 0,0%
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Ao descrevermos a imunodeteccdo da HSP72 plasmética, ela apresenta c
desenho grafico da HSP70 plasmatica, inclusive os valores das unarbitrarias da
quimiluminescéncia da imunodetec¢cao da pro (figura 7) Entdo, em relagcdo ao repou
respeitando a intensidade crescente do exercicio fisico, 0s grupos apresentaram um
2x, 2,5x, 5x e 2,5x maior. Novamente ocorrendo uma que grupo mais intens, de valores

préximos ao 4%. Esses valores foram considerados extremamente significativos (p =

IMUNODETECCAO DA HSP72 PLASMATICA ,12h
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Figura 7 - Imunodetecgdo da HSP72 plasmatica dos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e €12
h apds a sesséo de exercicio fisico agudo. Os animais realizarammin de natagdo com suas
respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam difere
significativas entre si (p = 0,0030, ANOVA de uma viapost-hoc Studen-Newman-Keuls).
Histograma representando a imunodeteccdo de HSP72 normalizada pelos valores de albun

em unidades arbitrarias (u.a.).

A. Relacionado ao grupo 6%: repouso, 2% e 4% (p < 0,01) e 8% (p < 0,(

Na figura 8, aHSP73 neste desenho experime, apresenta difencas em relacdo a
HSP72, pois apresenta uma elevagéo crescente de sua concentracdo plasmatica a r
o esforco aumenta (2% e 4%, 4x maior que 0 repouso) atingindo um pico ma&
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intensidade leve e moderada e a partir dai uma queda nos grup intensos (grupo 6%
3,5x e grupo 8% 2x maiores que 0 repouso). Os valores apresentam diference

significativas (p = 0,0087).

IMUNODETECCAO DA HSP73 PLASMATICA , IMEDIATO
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Figura 8 - Imunodetecgdo da HSP73 plasmatica dos grupos repouso, 2%, 4%, 698%, 12
h apds a sessdo de exercicio fisico agudo. Os animais realizaranmin de natagdo com suas
respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentaram difere
significativas entre si (p = 0,0021, ANOVA de uma viapost-hoc Studen-Newman-Keuls).
Histograma representando a imunodeteccdo de HSP73 normalizada pelos valores de albun

em unidades arbitrarias (u.a.).

A. Relacionado ao grupo repouso: 2% e 4% (p < 0,01); 6% (p < 0,0
B. Relacionado ao grupo 8%: 4% (p < 0,01); 2% e 6% (p < 05).

5.2.2Mondcitos/macrofago:

Células da primeira linha de defesa de nosso sistema imunolégico, mo
apresentam a capacidade de sintetizar HSP70 frente a um exercicio fisico (Fetet al.,
2000; Simaret al, 2004; Walshet al., 2001). Entretantajemonstramos na figur9 que

monaocitos circulantes de ratos coletados imediatamente apds o término de uma ses:
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de exercicio fisico com diferentes intensidades de esforco ndo apresentaram alteracdes no
conteudo intracelular, frente as sobrecargas impostas, ndo apresentando diferencas

significativas entre si (p = 0,9455).
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Figura 9 - Imunodetecc¢do da HSP70 em mondcitos circulantes dos grupos repouso, 2%, 4%, 6%

e 8%, imediatamente apo0s a sessdo de exercicio fisico agudo. Os animais realizaram 20 min de
natagcdo com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos nao apresentam
diferencas significativas entre si (p = 0,9455) ANOVA de uma via pgost-hoc de Student-
Newman-Keuls. (A) Histograma representando a expressédo de HSP70 normalizado pelos valores
de albumina em unidades arbitrarias (u.a.) (B) Imagem representativa da HSP70. (C) Imagem

representativa da pActina.
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Para decorrer o tempo necessario para a sintese da proteina intracelular, verificamos o
conteudo intracelular de HSP70 em mondcitos circulantes de ratos submetidos a uma sessao
aguda de exercicio fisico em diferentes intensidades e decapitados 12 h apds o término da
mesma (figura 10). Interessantemente, observamos que além do grupo 2% ter aumentado seu
contetdo intracelular desta proteina em relacdo ao repouso, 0s grupos 4%, 6% e 8%
apresentaram quedas de aproximadamente 30%, 15% e 70%, respectivamente em relagcéo ac
rato que permaneceu em repouso sem exercicio fisico. Os dados apresentam diferenca
significativa entre si (p = 0,0444).
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Figura 10 — Correlacdo entre a imunodeteccdo da HSP70 em mondcitos circulantes
intensidade de exercicio nos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 812 hapos a sessao de exercic
fisico agudo. Os animais realizaram 2(min de natacdo comsuas respectivas cargas (
intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam diferencas significativas entre si (p = 0,C
ANOVA de uma via, indice de correlagdo de Pearson ? = -0,6142). (A) Histograme

representando a expressao de HSP70 normalizado os valores de albumina em unidade
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arbitrarias (u.a.) (B) Imagem representativa da HSP70. (C) Histograma representando o indice

de correlagéo de Pearson.

5.3 REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA SEGUIDA DA REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

A célula ao ser estimulada/estressada promove transcricdo génica das HSP70s via
HSF1 e posteriormente, apresenta um aumento na sintese destas proteinas (Morimoto &
Santoro, 1998). Assim, foi analisada a expressao dos genes da HSP72 e HSP73 apos doze

de uma sessdao de exercicio fisico aguda em mondcitos circulantes.

A resposta do RNA total destas células apos 12 h em relagdo a HSP72 mostrou-se
mais elevada, nos grupos mais intensos. Sendo assim, o0 grupo 6% demonstrou ser 0,7x maior
gue os grupos de intensidades inferiores a ele e o grupo 8% apresentou-se 1,3x maior que 0s

grupos repouso, 2% e 4%, aproximadamente.

Os resultados graficos (Figura 11) parecem apontar para um discreto aumento na
resposta celular na expressao génica da HSP72, tendo como principal objetivo aumentar a
quantidade de proteinas intracelulares promovendo uma citoprotecdo mais intensa em relagédo
aos grupos com maiores cargas de exercicio fisico. Entretanto, estes dados ndo apresentarr

diferenca significativa entre si (p = 0,4339).
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EXPRESSAO DE mRNA HSP72 EM MONOCITOS/MACROFAGOS, APOS 12 h
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Figura 11 — Expressdo de mRNA de HSP72 de mondcitos de ratos pertencentes aos grupos
repouso, 2%, 4%, 6% e 8%, 12 h apls a sessdo de exercicio fisico agudo. Os animais realizaram
20 min de natacdo com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos néo
apresentaram diferengas significativas entre si (p = 0,4339, ANOVA de uma via). Histograma
representando a expressdo de HSP72 normalizada pelos valores flactina em unidades
arbitrarias (u.a.).

Apds um longo periodo da sesséo de exercicio fisico, mondcitos circulantes expressam
aumentos discretos nos niveis de mRNA de HSP73 em relagéo as células que permaneceram
em repouso (figura 12), também nédo apresentando diferenca estatistica significativa (p =
0,5938). Os niveis demonstram ser mais elevados principalmente nos niveis mais intensos
(6% 0,7x e 8% 1,5x, em relagdo ao grupo repouso) muito semelhantes aos valores
apresentados pela HSP72. Os dados demonstram que em um periodo de 12 h ha pouca sintes

de mRNA de HSP70, talvez sendo mais intensa em periodos menores que o testado.
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EXPRESSAO DE mRNA HSP73 EM MONOCITOS/MACROFAGOS, APOS 12 h
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Figura 12 - Histograma representando a expressdo da HSP73 de mondcitos circulantes de
ratos coletados 12 h apds terem sido submetidos a diferentes intensidades de natagéo (2%, 4%,
6%, 8%) em relacéo ao repouso. N&o ha diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,5938) de
acordo com o teste ANOVA de uma via. Histograma representando a expressao de HSP73

normalizada pelos valores de {factina em unidades arbitrarias (u.a.).

5.4 FAGOCITOSE DE ZIMOSAN

7

A fagocitose € considerada fungcdo primordial do macréfago (Véaraed., 2006),
sendo avaliada neste estudo pela fagocitoseSaecharomyces cerevisamodificadas
(Zimosan), estando estimulados ou ndo por PMA, um ativador da proteina quinase C, o qual

estimula a atividade oxidativa.

5.4.1. Fagocitose de trés ou mais particulas

Ao avaliarmos o poder fagocitico dos macrofagos submetidos as diferentes
intensidades de exercicio fisico, imediatamente apds o término da sessao de exercicio fisico,
podemos observar na figura 13, a supremacia dos grupos de intensidade alta (6% e 8%) em
relacdo ao numero de trés ou mais particulas capturadas (indice de avidez), sobre o repouso,
grupos 2% e 4%. Portanto estes grupos com maior intensidade engolfaram mais particulas que
0 repouso e 0s grupos 2% e 4%, sendo este dado considerado extremamente significativo (p =
0,0004).
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FAGOCITOSE DE ZIMOSAN — 3 OU MAIS PARTICULAS, IMEDIATO
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Figura 13 — Total de particulas fagocitadas por mondcitos/macréfagos de animais submetidos a
uma sessédo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6%
e 8% do peso corporal atado a base da cauda e mortos imediatamente ap0s o0 término da sesséo
de exercicio. Os grupos apresentaram diferenca significativa entre si (p = 0,0004) via ANOVA de

uma via e post-hocde Student-Newman- Keuls.

Relacionado ao grupo repouso: 6% (p < 0,05); 8% (p < 0,001)
Relacionado ao grupo 2%: 6% (p < 0,05); 8% (p < 0,001)
Relacionado ao grupo 2%: 6% (p < 0,05); 8% (p < 0,001)

o 0 W »

Relacionado ao grupo 6%: 8% (p < 0,05).

Com a finalidade de verificar o quanto intenso a sessado de exercicio fisico foi para os
monaocitos/macréfagos dos animais e o quanto esta situacdo afetou a principal funcédo desta
célula, doze h apds a sessdo aguda de exercicio fisico analisamos a avidez destas células en
capturar trés ou mais particulas. A figura 14 demonstra 0s grupos que apresentaram maior
poder fagocitico em relacdo a avaliagdo imediatamente apds a sessdo de exercicio fisico e este
resposta foi dose-dependente em relacdo ao aumento da intensidade, com excecdo do grupc
8% que apresentou queda em relacdo ao grupo 6% e menor avidez quando comparado aos
niveis imediatamente ap0s a sessao de exercicio fisico. Os dados avaliados apresentaram

diferenca significativa entre si (p = 0,0024).
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FAGOCITOSE DE ZIMOSAN —3 OU MAIS PARTICULAS, APOS 12 h
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Figura 14 —Total de particulas fagocitadas por mondcitos/ircréfagos de animais submetidos
uma sessédo aguda de 20in de exercicio fisico em diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, ¢
e 8% do peso corporal atado a base da cauda e mortos dch apds o término da sessao (
exercicio. Os grupos apresentaram difenca significativa entre si (p = 0,0024) através

ANOVA de uma via e posthoc de Student-Newman- Keuls.

A. Relacionado ao grupo repouso: 4% e 8% (p < 0,05) e 6% (p < 0,(
B. Relacionado ao grupo 6%: 2% (p < 0,01) e 4% e 8% (p < 0,0

5.4.2 indice de Hishikawe

Utilizando o indice proposto por Hishikavet al. (1991), imediatamente apos u
sessdo aguda de exercicio fi (figura 15) os mondcitos/macréfagos apresentaram
resposta dose-dependerdepartir do grupo 4%isto €, quanto maior a intensidade
exerdcio fisico maior é a sua resposta em fagocitar as particulas de zirsendo esta

resposta considerada como sendo sigitivamente diérente (p = 0,00?).
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INDICE DE HISHIKAWA, IMEDIATO
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Figura 15 — indice de Hishikawa de mondcitos/macréfagos de animais submetidos a uma sessao
aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do

peso corporal atado a base da cauda e mortos imediatamente apdés o término da sessdo de
exercicio. Os grupos ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p = 0,0015) via ANOVA

de uma via.

Utilizando este mesmo indice, 12 h apds o término da sessdo de exercicio fisico
(figura 16), observamos o0 mesmo desenho grafico da avaliacdo de trés ou mais particulas, ou
seja, aumento do poder fagocitico relacionado ao aumento da intensidade do exercicio fisico.
Semelhante a avaliacdo de imediatamente ap0s o exercicio, mas, com queda no grupo 8% em

relacéo ao grupo 6% sendo que estes dados sdo extremamente significativos (p = 0,0008).
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INDICE DE HISHIKAWA, APOS 12 h
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Figura 16 — indice de Hishikawa de mondcitos/macréfagos de animais submetidos a uma sess&o
aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do
peso corporal atado a base da cauda e mortos 12 h apds o término da sessdo de exercicio. Os
grupos apresentaram diferenca significativa entre si (p = 0,0008) via ANOVA de uma vigest-

hoc Student-Newman-Keuls.

A. Relacionado ao grupo repouso: 4% e 8% (p < 0,05) e 6% (p < 0,001);
B. Relacionado ao grupo 2%: 4% e 8% (p < 0,05) e 6% (p < 0,01);

C. Relacionado ao grupo 6%, (p < 0,05).

5.4.3 Fagocitose de trés ou mais particulas com estimulacdo de PMA

Na fagocitose de trés ou mais particulas, verificadas apos o término da sessdo de
exercicio fisico e estimuladas com PMA (figura 17), observou-se nos grupos repouso e 2%
um discreto aumento, o grupo 4% aumentou sua capacidade fagocitica em aproximadamente
100%, o grupo 6% demonstrou valores proximos em relacdo ao grupo sem estimulacdo e o
grupo 8% apresentou um discreto aumento. Esses resultados demonstraram diferenca
significativa (p = 0,0051).
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FAGOCITOSE DE TRES OU MAIS PARTICULAS, IMEDIATO
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Figura 17 — Total de particulas fagocitadas por mondcitos/macréfagos de animais
estimulados por PMA e submetidos a uma sessdo aguda de 20 min de exercicio fisico em
diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda e
mortos imediatamente apos o término da sessao de exercicio. Os grupos apresentaram diferenca

significativa entre si (o = 0,005 via ANOVA de uma via e post-hoc Student-Newman-Keuls.

Relacionado ao grupo repouso: 8% (p < 0,01);
Relacionado ao grupo 2%: 8% (p < 0,01);
Relacionado ao grupo 4%: 8% (p < 0,05);

©c o w >

Relacionado ao grupo 6%: 8% (p < 0,05).

Na avaliacdo da recuperacdo do exercicio fisico a longo prazo, em relacdo a0 mesmo
parametro avaliado logo ap0s a sessdo de exercicio fisico, hA um aumento da avidez dos
monaocitos/macréfagos em todos os grupos, com excecdo do mais intenso que apresentou
queda em relacdo ao grupo 6% (figura 18). Entretanto, o0 PMA quando comparado ao grupo
avaliado sem outro estimulo, aumentou apenas no grupo que permaneceu em repouso, 0S
demais apresentaram valores semelhantes e o grupo 8% teve queda de rendimento. Os dado:

apresentam diferenca significativa entre si (p = 0,0029).
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FAGOCITOSE DE TRES OU MAIS PARTICULAS, APOS 12 h
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Figura 18 — Células de animais submetidos a uma sessao aguda de 20 min de exercicio fisico em
diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda e
mortos doze h ap6s o término da sessdo de exercicio que fagocitaram trés ou mais particulas.
Dados estao relacionados com o grupo de maior avidez, 6%. Os grupos apresentaram diferenca
significativa entre si (p = 0,0029) através de ANOVA de uma viapest-hoc de Student-Newman-

Keuls.

A. Relacionado ao grupo 6%, (p < 0,01).

Interessantemente, parece-nos que o PMA nos grupos exercitados nas duas situacdes
temporais, ndo apresenta uma elevacdo na capacidade de fagocitar um maior nimero de
particulas (muitas vezes diminuindo) pelo macréfago, parecendo que o estimulo do exercicio

é suficiente para ativar a funcao destas células.

5.4.4. indice de Hishikawa com estimulacdo de PMA

Quando utilizamos o indice de Hishikawa para avaliar o desempenho dos
mondcitos/macrofagos, apos o término de uma sesséo de exercicio fisico e estimulados com
PMA, verificamos que este estimulador pequenas alteracdes tanto no desenho gréafico (figura

19) como nos valores apresentados. Verificou-se um aumento significativo (p = 0,0021).
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Figura 19 — indice de Hishikawa de mondcitos/macréfagos (estimulados com PMA) de animais
submetidos a uma sessdo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado & base da cauda e mortos logo apos o
término da sessao de exercicio. Os grupos ndo apresentaram diferencga significativa entre si (p =
0,0021) através de ANOVA de uma via.

Relacionado ao grupo repouso: 8% (p < 0,01);
Relacionado ao grupo 2%: 8% (p < 0,01);
Relacionado ao grupo 4%: 8% (p < 0,01);

©c o w >

Relacionado ao grupo 6%: 8% (p < 0,05).

Ao analisarmos este indice em monécitos/macréfagos, 12 h apés o término da sesséo
de exercicio e estimulados com PMA (figura 20), constatamos que o grupo 6% apresentou o
melhor desempenho seguido dos grupos 4% e 8%. Relacionando este resultado com a
avaliacdo sem estimulacdo, observa-se um aumento nos grupos repouso e 6% (neste, proximo
de 50%) e diminui¢cdo nos grupos 2%, 4% e 8%. Comparando os indices de resposta imediata
com a de 12 h, hd uma elevacdo dose-dependente em todos os grupos, exceto no grupo 8%

que diminuiu o desempenho. Os dados apresentam diferenca significativa (p = 0,0036).
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Figura 13 — indice de Hishikawa de mondcitos/macréfagos de animais submetidos a uma sessao
aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do
peso corporal atado & base da cauda e mortos 12 h apds o término da sesséo de exercicio. Células
foram estimuladas com PMA. Os grupos apresentaram diferenca significativa entre si (p =
0,0036) via ANOVA de uma via e post-hoc Student-Newman-Keuls.

A. Relacionado ao grupo 6%: repouso, 2% e 4% (p < 0,01) e 8% (p < 0,05).

Os resultados sao facilmente demonstrados por imagens obtidas no momento da
contagem de células e particulas para serem adicionadas aos resultados. E claro o elevado
namero de macréfagos que ndo fagocitaram nenhuma particula de zimosan incubadas com
eles (figura 21) e também sua falta de interesse, mesmo sendo estimulado com PMA (fig. 22)
representando o grupo repouso. Ao contrario, observa-se uma elevada disposicdo dos
macrofagos em fagocitar o zimosan no grupo 8% (apds o término da sessao de exercicio
fisico, tanto no grupo estimulado com PMA como no grupo sem estimulacéo), ja que além do
grande numero de particulas engolfadas (figura 23), observa-se o0 langamento dos

pseuddépodos em direcao ao zimosan (figuras 24 e 25).
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Figura 21 —Imagem microscépica (aumento de 640x) de macrofagos (identificadosas
setas de cor preta) que nao fagocitaram nenhuma particula de zimosan marcado com verme

neutro, representando o grupo repous:
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Figura 22 — Imagem microscépica (aumento de 640x) de macréfago (A) que nado fagoci
nenhuma particula de zimosan marcad com vermelho neutro (B), apesar de estarem proximo

ele, representando o grupo repouso ativado com PM
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Figura 23 —Imagem microscépica (aumento de 640x) de macrofago (A) que fagocitou qua
particulas de zimosan marcado com vermelho neutro (B), vializadas em seu citoplasma
ainda assim, objetivando fagocitar mais particulas proximas a ele, representando o grupo ¢

estimulado com PMA.
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Figura 24 — Imagem microscépica (aumento de 640x) de macréfagos (A) que lancam s
pseudopodos em direcdo s particulas de zimosan marcado com vermelho neutro (E

representando o grupo 8% estimulado apenas com o exercicio fis
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Figura 25 — Imagem microscopica (aumento de 640x) de macrofago (A) que lanca
pseudopode em direcdo as particulas de zimosanarcado com vermelho neutro (B)

representando o grupo 8% estimulado apenas com o exercicio fis

5.5 PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENI(

Considerando o aumento provocado via intensidade do esfor¢co na fagocitc
mondcitos/macrofagos, investigamos ouuncao caracteristica desta célula, a producé
peroxido de hidrogénio quando esta ativada. Para este parametro utilizamos a subti
valores das células estimuladas com PMA e das ndo estimuladas. Observar
imediatamente apds o término da se aguda de exercicio fisico h4 uma diminuigac
producédo deste peroxido, sendo -dependente, maior a sobrecarga de exercicio, nfoi
a producéo (figura 26Ds dados apresentam diferencas significativas (p = 0,/
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Figura 26 —Producéo de peréxido de hidrogénio (nmol/Pcélulas) por monécitos/macréfagos d
ratos dos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%, imediatamente apés a sessdo de exercicio
agudo. Os animais realizeam 20 min de natacdo com suas respectivas cargas de intensid
atadas a cauda. Os grupos apresentam diferencas significativas entre si (p = 0,0188) atravé
ANOVA de uma via e indice de correlacdo de Pears (R?> = -0,5471. (A) Histograma
representandoa producao de peréxido de hidrogénio por mondcitos/macréfagos nas diferen
intensidades de exercicio fisico. (B) Histograma representando o indice de correlacéo

Pearson.
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Apbs 12 h de uma sessao aguda de exercicio fisico (figura 27), mondcitos/macréfagos
quando avaliados da mesma forma (PMA — controle) apresentam aumento no grupo 2%, o
grupo 4% permanece com os valores semelhantes e ndo ha producdo deste oxidante nos
grupos mais intensos. Os dados sédo considerados diferentes com significancia (p = 0,0490)

atraves do teste de Kruskal-Wallis e indice de correlagdo de Spearman.
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Figura 27 — Producao de per6xido de hidrogénio (nmol/2€élulas) por monécitos/macréfagos de

ratos dos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%, 12 h apds a sessdo de exercicio fisico agudo. Os
animais realizaram 20 min de natacdo com suas respectivas cargas de intensidade atadas a
cauda. Os grupos apresentam diferencas significativas entre si (p = 0,0490) através de do teste de

Kruskal-Wallis e indice de correlacdo de Spearman (R= -0,6425).

5.6 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

Outro produto liberado por monécitos/macréfagos e que também caracteriza-se por
exercer uma atividade microbicida/bactericida é o Oxido nitrico. Esse Oxido reage com
diversas moléculas para formar nitritos. Quando analisamos este produto imediatamente apos
o término da sessdo de exercicio fisico (figura 28), ndo observamos nenhuma diferenca

significativa.
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Figura 28 — Produgdo de nitritos (nmol/10 células) por mondcitos/macréfagos de ratos dos
grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%, imediatamente apds a sessdo de exercicio fisico agudo. Os
animais realizaram 20 min de natacdo com suas respectivas cargas de intensidade atadas a
cauda. Os grupos ndo apresentaram diferencas significativas entre si (p = 0,9786) através de
ANOVA de uma via.

Entretanto na figura 29, ao observarmos esse dado 12 h apds a sessdo de exercicio fisico,
detectamos aumentos na producédo desse metabdlito nos grupos 6 e 8% e auséncia Nnos grupos repoust

2 e 4%. Esses dados foram considerados com diferenca significativa (p = 0,0372).
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Figura 29 — Producdo de nitritos (nmol/10 células) por mondcitos/macréfagos de ratos dos
grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%, 12 h ap0s uma sessdo de exercicio fisico agudo. Os animais
realizaram 20 min de natagdo com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os
grupos apresentaram diferencas significativas entre si (p = 0,0372) através de ANOVA de uma

via, post-hoc Student-Newman-Keuls.

A. Relacionado ao grupo repouso (p < 0,05).

5.7 LIPOPEROXIDACAO

Em estudo anterior de nosso laboratério (Silveiral., 2006), usando a técnica do
TBARS para avaliar a formacao de lipoperéxidos, ndo foi encontrado estresse oxidativo no
plasma de animais submetidos a uma sessdo aguda de natacdo durante uma hora comr
intensidade moderada (5% do peso corporal atado a base da cauda do animal). Em nosso
estudo, utilizamos duas técnicas para avaliar a formacdo de lipoperoxidos (os quais sao
responsaveis por dano ao DNA celular, membrana plasmatica): avaliacdo das substancias
reativas ao 4cido tiobarbitarico (TBARS) e a técnica da oxidagdo do xilenol laranja por

lipoperdxidos, mais especifica que a primeira.

Para avaliacdo da formacéo de lipoperoxidos soroldgicos, o sangue dos animais que

foram imediatamente decapitados apos a sessdo aguda de exercicio fisico, assim como 0 dos
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animais que foram mortos 12 h apds a sessao de exercicio fisico agudo foi coletado sem a
presenca de anticoagulantes. Estas amostras, foram centrifugadas e os soros formados durants
este processo, foram coletados e congelados (-80°C) para serem submetidos as analises

posteriores.

Apés o descongelamento, foi realizada a dosagem de proteinas pelo método de
Bradford (1976), sendo todas as amostras diluidas de forma que fossem processadas com a
mesma quantidade de proteinas, 1 mg/mL.

5.7.1. Avaliacéo das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

O soro dos animais que foram sacrificados apds uma sesséo aguda de exercicio fisico
nao apresentou diferenca significativa (p = 0,1234) entre os grupos em relacéo a formacao de
malondialdeido. O desenho gréafico dos valores encontrados (figura 30) apresenta uma
diminuicdo nos niveis mais intensos, por provavel efeito da intensidade do esforco fisico,
visto que estes grupos apresentam um valor de lactato plasmatico acima do limiar anaerdébico,
considerando a atividade destes animais de caracteristicas anaerdbicas e, portanto, senda
pouco propicia para o estabelecimento de um estresse oxidativo sistémico, visto que esta

caracteristica é mais proeminente em atividades aerobicas.
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Figura 30 — Dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitirico do soro de animais
submetidos a uma sessdo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda e sacrificados

imediatamente. Os grupos nao apresentaram diferenca significativa entre si (p = 0,1234).

Apés 12 h da realizacdo da sessdo aguda de exercicio fisico, o grupo mais intenso do
estudo, apresentou uma maior concentracdo de malondialdeido em relacdo as demais cargas
de intensidade, conforme observado na figura 31. Ou seja, apés um periodo de recuperacéo
apreciavel (12 h), o exercicio realizado de forma intensa (8%) apresentou uma elevagdo na
concentracdo de malondialdeido, o qual determina a intensidade de um estresse oxidativo
sistémico, sendo este dado considerado com uma diferenca extremamente significativa (p =
0,0068).
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Figura 31 — Dosagem das substancias reativas ao &cido tiobarbitirico do soro de animais
coletado 12 h apds estes serem submetidos a uma sessao aguda de 20 min de exercicio fisico em
diferentes intensidades, repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda. Os
grupos apresentaram diferenca significativa entre si (p < 0,001) utilizando ANOVA de uma via e

post-hoc Student-Newman-Keuls.

A. Relacionado ao grupo repouso: 2%, 4% e 6% (p <0,05) e 8% (p < 0,001);

B. Relacionado ao grupo 8%: (p < 0,001).

5.7.2 Técnica do Xilenol Laranja

Para avaliarmos com maior eficacia a formacao de lipoperoxidos, utilizamos a técnica
do xilenol laranja nas diferentes intensidades de exercicio fisico e estas ndo apresentaram
diferenca significativa (p = 0,4451) quando a coleta de sangue foi obtida imediatamente apos

o exercicio de efeito agudo (figura 32).
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Figura 32 — Dosagem de lipoperéxidos soroldgicos de animais coletado imediatamente apés estes
serem submetidos a uma sessao aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda. Os grupos nao

apresentaram diferenca significativa entre si (p = 0,4451).

Apds 12 h da sessdo de exercicio fisico (figura 33) ocorreu uma diminuicdo na
concentracdo de todos os grupos avaliados, ndo existindo diferenca significativa entre os

grupos em relacao a quantidade de lipoperoxidos produzida (p = 0,7465).
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Figura 33 — Dosagem de lipoperéxidos soroldgicos de animais coletado 12 h ap0s estes serem
submetidos a uma sessdo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda. Os grupos nao

apresentaram diferenca significativa entre si (p = 0,7214).

5.8 CONCENTRACAO DE GLUTATIONA E DISSULFETO DE GLUTATIONA

Glutationa reduzida € a mais abundante fonte de tiol ndo proteico celular que realiza
funcdes multiplas na protecao celular contra o dano oxidativo e mantém o organismo em um
estado equilibrado nem oxidante, nem reduzido. Toda via, dependendo da intensidade/duragéo
do exercicio fisico, uma determinada quantidade de GSH diminui na célula, porque é oxidada
a dissulfeto de glutationa (cuja concentracao intracelular aumenta), devido a aumentos na
producao de radicais livres. Entretanto, via enzima glutationa redutase e peroxidase a célula
pode reduzir esta glutationa oxidada para a forma reduzida (Li Li Ji, 1999). A mensuracédo do
estado redox em eritrocitos determina o estado redox sistémico ja que estas células percorrem
todos os tecidos e células do organismo via corrente sanguinea, agindo como um tampé&o-

redox.

A relacdo entre as duas formas de glutationa (GSSG/GSH) determina a “voltagem”
redox da célula, sendo esta relacdo considerada um indice do estado redox celular (Akerboon
& Sies, 1981).
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5.8.1 Concentracdo de glutationa

Ao término da sessado do exercicio, a papa de hemacias (que fornece um indice do
estado redox sistémico) apresentava um conteldo de glutationa decrescente quando
relacionada com a intensidade do exercicio (figura 34), ou seja, a partir do grupo 4%
(considerado como tendo algum efeito sobre a intensidade do nado) os niveis de defesa
antioxidante do organismo diminuiam em relagéo ao grupo repouso, 12,5%, 53,4% e 90,8%,
respectivamente. Demonstrando 0 quanto 0s niveis mais intensos de exercicio eram pro-

oxidantes ao organismo, considerados significativamente diferentes (p = 0,0088).
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Figura 34 — Concentragdo de glutationa (GSH) em papa de hemacias de ratos
submetidos a uma sessdo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda. Os valores GSH foram
obtidos apés subtragdo da quantidade de GSSG a partir das determinagfes de GSH ,
conforme descrito na secdo de Métodos. Valores apresentam diferenca significativa através de
ANOVA de uma via, post-hoc Student-Newman-Keuls (p = 0,0088).

A. Relacionado ao grupo repouso (p < 0,05);

B. Relacionado ao grupo 4% (p < 0,01).
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Observamos que ap6s 12 h da sessdo de exercicio fisico (figura 35), os grupos
exercitados ndo conseguiram recuperar totalmente suas defesas antioxidantes, com excec¢ao dc
grupo mais intenso que apresentou a recuperacdo mais rapida dessa reserva, igualando-se at
valor de repouso de seu grupo. Porém, os dados néo apresentam diferenca significativa nesta

variavel analisada (p = 0,1299).
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Figura 35 — Concentracdo de glutationa (GSH) em papa de hemacias de ratos
submetidos a uma sessdo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda e sacrificados 12 h apos
esta. Os valores GSH foram obtidos apds subtracdo da quantidade de GSSG a partir das
determinagBes de GSkbra, conforme descrito na secdo de Métodos. Valores ndo apresentam

diferenca significativa através de ANOVA de uma via (p = 0,1299).

5.8.2 Concentracédo de dissulfeto de glutationa

Ao analisarmos o conteudo do dissulfeto de glutationa no momento imediato ao
término da sessao aguda de exercicio fisico (figura 36), remete-nos claramente ao grafico da
glutationa reduzida de modo inverso a partir da intensidade moderada, isto €, ao passo que a

glutationa esta sendo utilizada, ha a formacao de dissulfeto de glutationa, uma resposta do
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organismo contra o estabelecimento de um estresse com formagéo de radicais livres. Embora
os valores apresentados ndo demonstrem diferenca significativa entre si (p = 0,8589),
visualizamos no grafico um aumento crescente na producdo de GSSG a medida que ha a

elevacéao da intensidade de exercicio fisico.
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Figura 36 — Concentracdo de dissulfeto de glutationa (GSSG) em papa de heméacias de
ratos submetidos a uma sesséo aguda de 20 min de exercicio fisico em diferentes intensidades,
repouso, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a base da cauda e decapitados no momento
imediato ao término desta. Valores néo apresentaram diferenca significativa através de ANOVA
de uma via (p = 0,8589).

Ao analisarmos os valores de GSSG apos 12 h da sesséo de exercicio fisico (figura
37), observamos uma discreta diminui¢cdo nos valores dos grupos de 6% e 8% em relacdo aos
valores imediatos apos a execucdo do exercicio fisico, 0 que poderia significar um forte
estresse oxidativo, no qual permaneceram elevados os conteldos de GSSG dos grupos mais
intensos por 12 h apds o estresse imposto, ocorrendo uma discreta redugcdo. Os dados Sac

considerados estatisticamente diferentes (p = 0,0384).
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Figura 37 — Qorrelagcdo entre a oncentracdo eritrocitaria de GSSG em pag de hemacias de
ratos e as intensidades de exercicicos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%12 h apés a sessdo de
exercicio fisico agudo. Os animais realizaram Zzmin de natagdo com suas respectivas cargas
intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentediferencas significativas entre si (p = 0,038«
ANOVA de uma via, indice de correlacdo de Pears (R*> = 0,2748. (A) Histograma
representando a concentragdo de GSSG em pmol/mL (B) Histograma representando o indice

correlacéo de Pearson.
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5.8.3 Relagéo dissuléto de glutationa/glutatione

O resultado para analise da rela(GSSG/GSH]no momento imediato apos
término da sessdo de exercicio fi demonstrou-sdoem mais elevado nos grupos
intensos, em torno de 3x e 4x maior em relacdo ao re (figura 38), sendo estes valores
considerados estatisticamente difees (p = 0,0202) eevelando o alto estresse sistémicc

gual os animais foram impostos durante o exercicio f
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Figura 38 — Correlagédo entre o indice [GSSG/GSH] em papa de hemécias de ratos e as diferentes
intensidades de exercicio nos grupos repouso, 2%, 4%, 6% e 8%, imediatamente apds a sessao
de exercicio fisico agudo. Os animais realizaram 20 min de natacdo com suas respectivas cargas
de intensidade atadas a cauda. Os grupos apresentam diferengas significativas entre si (p =
0,0202) teste de Kruskal-Wallis, indice de correlagdo de Spearman ?(R 0,7730). (A)
Histograma representando a relacdo [GSSG/GSH]. (B) Histograma representando o indice de

correlacéo de Spearman.

Verificando o efeito do exercicio apdés 12 h do término da sessao (figura 39), podemos
observar 0 quéo intenso o estimulo foi, pois mesmo apos este longo periodo de recuperagao 0s
grupos mais intensos apresentaram-se com a relacdo [GSSG/GSH] elevada, da grandeza
maior que 0,1 o que denota uma incontestavel situacéo de estresse sistémico, visto que valores
abaixo de 0,1 sdo considerados normais. Entretanto, os dados ndo apresentam diferencas

significativas entre si (p = 8178).
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Figura 39 — indice [GSSG/GSH] em papa de hemacias de ratos dos grupos repouso, 2%, 4%,
6% e 8%, 12 h apds a sessdo de exercicio fisico agudo. Os animais realizaram 20 min de natacéo
com suas respectivas cargas de intensidade atadas a cauda. Os grupos ndo apresentam

diferencas significativas entre si (p = 0,8178) teste de ANOVA de uma via.



DISCUSSAO

O presente trabalho surgiu de hipbteses geradas em pesquisa anterior de nosso
laboratério (Silveiraet al., 2006) a qual demonstrava que o exercicio fisico realizado com
intensidade e duracdo moderada (4% de sobrepeso em 60 min) promovia uma potente
estimulacao imunoldgica via mondcitos circulantes, sem induzir estresse oxidativo sistémico.
Um dos gquestionamentos elaborados tornou-se hipétese neste trabalho, ou seja, como o
sistema imunoldgico e sua resposta ao estresse sistémico se apresentaria frente a uma sessa

aguda de exercicio fisico com intensidades mais elevadas.

Estudos relacionando o sistema imunolégico e o exercicio fisico iniciaram nos
primeiros anos do século XX (Walgh al., 2011) e do passado para a atualidade, muito se
postulou sobre o efeito do exercicio fisico e sua correta prescricdo (intensidade, duracéo,
frequéncia, tempo de recuperagdo) na saude, no sistema imunoldgico, no aumento da
resisténcia a doencgas e/ou patdégenos, culminando em diversas teorias que buscam esclarece
esses questionamentos. Como a curva em forma de J, na qual a base da curva relaciona-se a
exercicio de intensidade moderada e a baixa incidéncia de infec¢cdes enquanto que o ponto
mais alto desta curva representa 0s exercicios mais intensos e sua alta probabilidade de
infeccdo (Luis F.B.P.Costa Rosa; 2004) ou também a curva em formato de U invertido na
qual, o exercicio prescrito de intensidade moderada pode responder contra uma seérie de
estressores impostos pelo exercicio fisico, assim como prevenir contra infecgbes (2aldivar
al., 2006). E os dois extremos dessa curva, sedentarismo/exercicio de intensidade leve e
exercicio intenso/arduo podem levar a leucopenia, diminuicdo da proliferacdo celular de
células imunologicas e causar dano muscular relacionado a uma resposta inflamatéria (Mars
et al., 1998). Participando deste sistema imunologico destacam-se 0s mondcitos circulantes,
células que posteriormente migram para tecidos e exercem fung¢des caracteristicas como
fagocitose, producdo de ERO e citocinas inflamatorias (Leamtral., 2007), sendo
considerados como a principal célula mediadora da resposta inflamatoria (Heghlzdch
2001), ja que promove a secrecdo de varias moléculas que promovem ou inibem a inflamacéo
(Woods et al., 2000).

Relacionado ao sistema imunolégico, destacamos as HSPs, as quais realizam papéis
intracelulares, que buscam citoprotecdo, resposta anti-apoptética e bloqueio de vias de
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inflamacgdo, e extracelulares, que visa gerar uma resposta pro-inflamatoéria alertando o
organismo e, principalmente o sistema imunoldgico, frente ao desafio presenciado. Estas
proteinas sdo categoricamente influenciadas pelo exercicio fisico numa resposta dose-
dependente, a intensidade do exercicio significativamente influencia o nivel de HSP72
extracelular (Fehrenbaddt al., 2005) bem como niveis intracelulares (Sietaal., 2007).

Contudo, o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico nos mondcitos/macréfagos,

associado a relacéo intra/extracelular da HSP70 permanece desconhecido.

Os resultados do presente trabalho sugerem que, ao final de uma sessdo aguda de
exercicio fisico de curta duracdo, mondcitos circulantes ndo apresentam alteracdo em seu
conteudo intracelular de HSP70. Em compensac¢do, ao analisarmos o plasma desses animais,
observamos um aumento crescente nas concentragdes desta proteina na circulacdo sanguines
correspondente a intensidade do esforco fisico, alcancando um platd nos grupos mais
intensos. Esta foi uma resposta dose-dependente também encontrada em outros estudos
(Fehrenbaclet al., 2005). A liberac&o desta proteina para o meio extracelular, que ocorre via
exossomos, estabelece como provaveis fontes responsaveis por seu aumento na concentraga
plasmatica os tecidos hepatoesplancnicos (Feblataial., 2002a). Assim, num primeiro
momento nao verificamos nenhuma correlacdo entre o conteudo intracelular de HSP70 em
mondcitos e a concentracdo plasmatica desta mesma proteina. De forma surpreendente, no
entanto, quando analisamos a imunodetec¢do de HSP70 intracelular em mondcitos 12 h apds
o término da sessdo de exercicio fisico, observamos queda nos valores intracelulares dos
grupos com intensidade moderada e intensa, apesar do discreto aumento nos niveis de mMRNA
de HSP72/73 destas células. Isto sugere uma inédita liberacdo de HSP70 para o meio
extracelular por mondcitos circulantes estimulados com exercicio fisico, visto que o contetdo
plasmatico aumenta numa propor¢ao maior que a analise anterior, apresentando uma queda nc
grupo mais intenso, provavelmente pela HSP70 estar realizando seu papel de chaperona,
ligando-se em alguma proteina indesejada ou até mesmo em células para desencadear algums
resposta imunoldgica, por exemplo, (Calderwood & Theriault, 2007; Asea, 2005; Radsak
al., 2003). Estudos prévios sugerem que a liberacdo da HSP70 para o meio extracelular
objetive alertar o sistema imunolégico frente ao estresse que foi estabelecido (€aalpisi
2003; Srivastava, 2002) ndo sendo diferente nesta situacdo, pois exercicios realizados de
forma intensa acabam promovendo um maior estresse oxidativo do organismo éilger

2009) e imunossupressao (Maas al. 1998; Krigeret al., 2009). Assim, mesmo numa
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propor¢cdo bem inferior a producdo da proteina de choque térmico de 70kDa pelos tecidos
hepatoesplancnicos, mondcitos parecem demonstrar uma segregacao desta proteina na
situacado de exercicio fisico para promover uma autoestimulacéo e dessa forma, secretar uma
maior quantidade de citocinas pré e anti-inflamatérias (Campisi & Fleshner, 2003; Srivastava,
2002), para alertar todo o sistema imunoldgico e desencadear uma resposta imunoldgica
antecipatoria buscando balancear o estresse inflamatorio sistémico ou frear uma quebra

homeostética causada por um desequilibrio pré-oxidante.

Outro fato que chamou nossa atencao foi a presenca de HSP73 nos plasmas desses
animais, porque, até entdo, havia evidéncias apenas sobre a presenca de HSP72 no plasmz
(Whitham et al., 2007; Milne & Noble, 2002). Imediatamente apds o exercicio fisico, a
guantidade de HSP73 mostra-se aumentada nos grupos mais intensos e nesses mesmos grupc
apds as 12 h da sessdo apresenta-se diminuida. E possivel especular-se, portanto, que, n:
situacdo aguda extrema, mondécitos/macrofagos possam liberar o “sinal” de perigo
homeostético, mas, apdés um determinado periodo, talvez, o foco modifiqgue-se, na busca da
manutencdo dos conteudos citoplasméaticos e/ou uma possivel queda na sintese de novas

proteinas com esse peso molecular.

A estimulacédo adrenérgica surge como um dos possiveis responsaveis pela liberacado
de HSP70 para a circulacdo sanguinea (Flesttradr, 2003; Johnsoet al., 2005; Lancaster
& Febbraio, 2002) assim como melhora das funcdes de macrofagosdiHikerl2009, Ortega
et al., 2005). Ao fazer uma correlacdo das concentracdes de lactato e adrenalina sanguineos,
quanto maior a concentracdo de lactato maior é a concentracdo de catecolaminasgfPodolin
al., 1991; Mazzeo & Marshall, 1989), esta nos leva a sugerir uma alta concentracdo de
adrenérgicos nas ultimas intensidades de exercicio fisico de nosso estudo (dd ¥ljes
2000). Isto, portanto, explicaria os aumentos na concentragdo de HSP70 plasmatica
relacionados com as intensidades crescentes do exercicio fisico, porque as células apresentarn
receptoreg-adrenérgicos que uma vez estimulados, provocammflaxé celular de calcio e
deslocamento dos exossomos para a periferia celular, os quais se fundem com a membrana
plasmatica e segregam seu conteudo para o meio extracelular (Johnson & Fleshner, 2006).
Entretanto, apés o término de uma sessdo de exercicio fisico, os niveis adrenérgicos
diminuem e retornam aos niveis anteriores ao exercicio fisico (de éfreds 2000; van
Aggel-Leijssenet al., 2001) parecendo que o estimulo hormonal ndo é o responsavel pela

manutencdo na elevacdo dos niveis de HSP70 ap6s 12 h do término do esforgo fisico,
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podendo ser um outro parametro como, por exemplo, estresse oxidativo @atini9o9e6;

Calabreseet al., 2001; Wallen et al., 1997), necrose celular (Asea, 2007b), dentre outros.

Funcbes caracteristicas do macréfago como fagocitose e atividade microbicida séo
influenciadas pela presenca de adrenérgicos ou HSP70 ou a associacdo de ambas, o0 exercicic
fisico (Kovalchinet al., 2006; Sugiurat al., 2001; Rincomet al., 2001). Nao sendo diferente,
nosso estudo demonstrou que, conforme a intensidade do exercicio aumentava, maior era a
presenca de HSP70 plasmética e consequentemente mais intensa tornava-se a fagocitose dc
monaocito/macrofago, tanto em uma maior quantidade de células fagocitando particulas,
quanto uma elevacdo no numero de particulas engolfadas. Interessantemente, o exercicio
apresentou um caréater fagocitario correlacionado com a presenca de HSP70 plasmatica, pois
apos 12 h do término da sesséo de exercicio fisico, hA aumentos crescentes de acordo com &
intensidade do exercicio fisico tanto na HSP70 plasmatica quanto na avidez dos macrofagos
em fagocitar trés ou mais particulas oferecidas e uma queda no grupo mais intenso também
nestas duas variaveis, ndo concebendo a possibilidade da presenca de catecolaminas, ja que
estas retornam rapidamente aos seus niveis de repouso (detVales2000; van Aggel-
Leijssenet al., 2001). A fagocitose induzida pela HSP70 ocorre via ligacdo ao receptor TLR2,
TLR4 e TLR-7, que estdo associados ao microdominio lipidico na membrana plasmatica do
macroéfago, desencadeando cascatas via inositol trifosfato e MAP quinase p38, promovendo
alteragbes nas membranas, rearranjando o citoesqueleto e fagocitando diversas substancias
(Wang et al., 2006).

Macréfagos apresentam uma forte atividade microbicida e bactericida via dismutacao
do radical superoxido pela superoxido dismutase formando perdxido de hidrogénio.
Imediatamente apds o término do esforco fisico, a producdo deste oxidante apresentou-se
diminuida conforme aumentava a intensidade do exercicio. Mesmo ap6s 12 h do esforco
fisico, os grupos que realizaram exercicio fisico até a intensidade moderada apresentavam
alguma producdo deste oxidante, ao contrario de intensidades mais exaustivas que nao
apresentavam producédo de peroxido de hidrogénio provavelmente, pelas células ainda estarem
recuperando-se do estresse a qual foram submetidas. Entretanto, nossos resultados Sac
contrarios em relacdo aos apresentados pela literatura.

O gas o6xido nitrico produzido pelo macréfago sofre diversas reagfes, que culminam

com a producdo de nitritos, cuja acdo caracteriza-se por ser fortemente
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bactericida/microbicida. Imediatamente apds a sessdo de exercicio fisico, a producdo de
nitritos pelos macréfagos dos diferentes grupos testados nao apresentou diferencas
significativas entre si, conforme o0 esperado, pois para uma maior producdo deste radical deve
ocorrer a estimulacdo de sua enzima promotora, a sintase 6xido nitrico induzivel (iNOS).
Entretanto, o tempo de recuperacdo do exercicio no desenho experimental de 12 h foi
suficiente para a transcricdo do gene desta enzima e dessa forma, posterior producdo de
nitritos. A ativacdo desta enzima ocorre somente via ativacdo ddBNfae € estimulado

pelo contato da eHSP70 com os TLR 2 e 4 (Srivastrava, 2002), a qual interessantemente
apresenta-se aumentada no plasma do grupo 6% e diminuida no grupo 8%, ou seja, estando
altamente correlacionada com a producdo de nitritos. Além disso, para que a producdo de
nitritos ocorra € necessario que a concentracdo intracelular de HSP70 em mondcitos
circulantes esteja diminuida, conforme demonstrado nos grupos mais intensos (6 e 8%), ou
seja, h& pouca HSP70 para promover citoprotecdo e inativacao «B, Nermitindo entédo

nesses grupos a ativagao desta via e producdao final de nitritos.

Exercicios intensos sdo conhecidos por provocarem dano oxidativo em DNA,
membranas celulares e oxidacdo de diversas moléculas bioldgicas (Betrzsa2011,
Suredeet al., 2005), provocando modificacdes estruturais e funcionais (Bexzaka2011).

Em nosso estudo, essa resposta foi considerada tardia por uma das técnicas utilizadas para
avaliarmos esse dano oxidativo (uma largamente utilizada, mas pouco especifica e outra
menos conhecida e mais especifica, que nao detectou dano oxidativo nas duas situacbes
temporais). Através da concentracdo de malondialdeido no soro desses animais, observamos
que este parametro modificou-se somente ap6s um longo periodo do término da execucdo do
exercicio fisico, com alteracbes mais significativas no grupo mais exaustivo, o 8%.
Provavelmente, em virtude da diminuicdo no conteudo intracelular de HSP70 (citoprotecao),
diminuicdo das defesas antioxidantes e da producdo de radicais livres (que por sua vez
provocaram aumentos nos contetddos de malondialdeido e ligagfes tiol de proteinas no soro)
(Broomeet al., 2006; Smolkat al., 2000) caracterizando-se por apresentar estresse oxidativo
em relagdo aos demais grupos.

Outros parametros avaliados foram os niveis de GSH, GSSG e relagdo GSSG/GSH de
eritrécitos. Tanto imediatamente apdés, como 12 h depois da sessdo de exercicio fisico,
somente 0s grupos 6% e 8% demonstraram um alto estado sistémico pré-inflamatério que se

manteve de forma mais atenuada ap6s um longo periodo de término do esforgo fisico,
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confirmando dados de nosso estudo anterior de que a realizacdo de um exercicio fisico de
intensidade moderada nao apresentava um estado pro-oxidante (8thaird2007). Como

GSH e GSSG atuam diretamente no controle do estado redox celular, ndo é dificil entender
que a HSP70 também possa influenciar suas concentracfes e enzimas (glutationa redutase €
peroxidase) (Guet al., 2007; Filomenet al., 2005), como faz no controle da producéo de
malondialdeido e ligacdes tiol de proteinas. Portanto, nos grupos mais intensos 6% e 8% do
exercicio fisico encontramos um alto indice redox imediatamente apds o exercicio, que se

mantém apos as 12 h com discreta reducao.

Na verdade, o organismo frente a um estresse extremo tem que decidir em relacéo a
sua protecdo ou alerta para o sistema imunoldgico, optando pelo aviso deste para incrementar
ou ativar sua defesa. Portanto, a partir dos parametros avaliados neste estudo, concordamos
com a extensa literatura sobre exercicio fisico e imunidade, optando pela intensidade
moderada (Silveirat al., 2007; Mooreret al., 2002; Navarr@t al., 2004; Murphyet al.,

2004), a qual pode ativar o sistema imunoldgico através de fungBes chaves dos mondcitos
(fagocitose/producéo de peroxido de hidrogénio/producéo de nitritos), citoprotecéo e alerta ao

sistema imunolégico geral através da liberacdo de HSP70 para o plasma, promovendo a
adaptacao e incremento nesta funcdo a longo prazo, sem provocar estresse oxidativo local e

sistémico, favorecendo as defesas antioxidantes celulares.
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CONCLUSAO

E possivel que mondcitos/macréfagos sejam responsaveis por parte da HSP70
exportada para o meio extracelular em cargas intensas de exercicio fisico, € uma
observacdo por enquanto inédita na literatura cientifica, podendo estar relacionada a
sinalizacdo autécrina do macréfago para estimular suas funcdes fagocitica,

microbicida e liberag&o de citocinas anti- e pro-inflamatorias;

Exercicio fisico de intensidade moderada aumenta as fun¢gdes do mondcito/macrofago
sem causar dano ao organismo, como estresse oxidativo e diminui¢do das capacidades

antioxidantes, incrementando a resposta imunoldgica perante o estresse imposto;

Por outro lado, uma unica sessdo de exercicio realizado sob condi¢cdes de intenso
esforco fisico alertam o sistema imunolégico, porém, ao longo da recuperacdo apos

este estresse fisico, ha dano oxidativo e celular;

O exercicio fisico quando realizado de forma moderada, promove citoprotecdo do
mondcito e alerta imunoldgico via sintese de HSP70 intracelular e liberacdo desta

mesma proteina para a circulagdo sanguinea, respectivamente;
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