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Resultados
Introducao

Proteinas de choque térmico de 7okDa (HSP70) sdo expressas frente a
situacoes estressantes, como o exercicio fisico extenuante e/ou choque
térmico. Entre outras fungdes, destaca-se o seu papel citoprotetor e
antitumoral da HSP70, bloqueando vias inflamatorias como a do NF-kB.
Como o exercicio promove adaptacoes imunolégicas, nosso estudo busca a
utilizacdo da HSP70 como um marcador da fun¢dao imunolédgica durante o
treinamento fisico. ~
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Objetivos

* Verificar a influéncia do treinamento fisico em diferentes intensidades na
expressao de mRNA e na exportacdo de HSP70 em linfécitos de linfonodos
mesentericos.

* Verificar a influéncia do treinamento fisico em diferentes intensidades na
proliferacdo dos linfécitos.

Quantidade de
mRNA relativa ao

Rep | G2%

grupo REP-CTRL

o]

 Avaliar se ha modificacdo desses parametros quando as células sao v 9
. , . T w©
submetidas a outro evento estressor (choque térmico). RY
s ©
- A=
0
S <
’ sz
Métodos &%
=
: Fig4: grafico ilustrando as quantidades de mRNA de HSP presentes nas células logo ap6s o sacrificio (A); apos as 2h de banho-maria (CTRL -
‘ *——'P ' ‘W 4 Figi: figura ilustrativa dos 372C, ou HS - 422C) (B); e apds as 6h de cultura (C). Dados expressos em média + des.Vio. padr.éo, em relagflo a0 grupo .REP-CTRL, e anallis~ados
Animais: = & imais d ¢ , . por ANOVA de uma via, Student Neuman Keuls, p<o,05 , SPSS v.13.0). * diferenca significativa em relacdo ao proprio grupo na condi¢do de
\.N' ‘ ™l m dafilmals durante 0 Exercicio. 37°C (resposta ao choque térmico). ** diferenca significativa em rela¢do a todos os grupos.
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*Com carga progressiva:
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32 Sem  2ratos 2ratos 6 ratos ------------------
42 Sem  2ratos 2 ratos 2 ratos 4 ratos ---------
52a 8 Sem 2 ratos 2 ratos 2 ratos 2 ratos 2 ratos

Sacrificio (To)

*72h apos ultima sessdo de treino
*Decapitacao

*Extracao dos linfonodos mesentéricos
*Extracdo dos linfocitos
*Recolhimento de 10° células para PCR

*Recolhimento de 10° células para proliferacao Quantificagdo do mRNA:

*Real-time rt-PCR
*Primers para HSP72 e 73 e B-actina

HSP72 (ng/h/10° cel)

Figs: grafico ilustrando as quantidades de HSP72 exportadas pelas células apds as 2h de banho-maria (CTRL - 37°C, ou HS - 42°C) (A); e ap6s as 6h de
cultura (B). Resultado expresso em ng/hora/10° células. Dados expressos em média + desvio padrdo analisados por ANOVA de uma via, Student Neuman
Keuls, p<o0,05, SPSS v.13.0. * diferenca significativa em rela¢do ao respectivo controle (37°C). ** diferenca significativa em rela¢do ao todos os grupos.

Procedimento de Choque térmico (T2h)
*Meio RPMI 1640

*2 horas em banho-maria

*Recolhimento de 10° células para PCR
*Recolhimento do meio para analise

Fig2: figura ilustrativa da aparelhagem utilizada para a
quantificacdo de mRNA de HSP72 e 73.

Incorporacao de [2-14C]
timidina (pmol/10°cel)

Quantificacao da HSP72 Exportada:
*Kit EKS-700b® para HSP72 (ELISA) rep |G2%|G4%|G6%)|G8% rep |G2%|G4%|G6%)|G8% rep |G2%|G4%|G6%|G8%
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Fig6: grafico ilustrando as quantidades de [2-14C] timidina incorporada pelas células retiradas logo apds o sacrificio e apds as 6h de cultura pés banho-
maria (CTRL - 37°C, ou HS - 42°C). Resultado expresso em pmol/10° cel. Dados expressos em média + erro padrao analisados por ANOVA de uma via,
Student Neuman Keuls, p<o,05, SPSS v.13.0. * diferenga significativa em rela¢cdo aos outros grupos. ** Diferenca significativa em relacdo aos grupos rep,
G6% e G8%.
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Cultura (T6h) Conclusao
*Meio RP‘MI :640 o Fig3: figura ilustrativa da aparelhagem utilizada para
*6 horas a 37°C / 5%CO2 a quantificacdo de HSP72 exportada. R . '
*Recolhimento de 10° células para PCR * Animais treinados apresentam, em resposta ao choque térmico, expressio mRNA de HSP7o
*Recolhimento de 10° células para proliferacao Avaliacao da proliferacao: proporcional a intensidade de exercicio, embora expressem a menor quantidade basal de mRNA de
*Recolhimento do meio para analise Incorporacdo de [2-14C] timidina ambos os tipos de (HSP72), tanto imediatamente apos o choque quanto apds as 6h de cultura

(HSP73).
* Treinamento de alta intensidade causa aumento na quantidade de HSP70 exportada durante um
evento de choque térmico, que persiste por horas apds o evento.
A 2 » Animais treinados a intensidades moderadas apresentaram maior proliferacao das celular
p 010. * Desses dados pode-se inferir que a HSP70 pode ser utilizada como um marcador de estresse celular
decorrente de altas intensidades de treinamento fisico.
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