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RESUMO

Organismos respondem a desafios fisioldgicos, como o choque térmico e exercicio fisico, com um
aumento rapido na expressdo de alguns genes especificos, genes que codificam proteinas conhecidas
como proteinas de choque térmico, em especial HSP70 (proteina de choque térmico de 70 kDa). Esta
proteina tem fungdes citoprotetoras anti-inflamatérias quando localizadas no ambiente intracelular,
mas, quando exportada para o meio extracelular (eHSP70), esta proteina desempenha func¢des pro-
inflamatdrias. Neste estudo foram avaliados os efeitos do choque térmico em linfécitos extraidos de
linfonodos mesentéricos de ratos submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natacdo.
Tanto o exercicio fisico como o choque térmico foram capaz de induzir a sintese de HSP70 em linfécitos,
sendo que o aumento do contetdo celular de HSP70 (e migragdo para a regido nuclear) foi relacionado
com a inativacdo do fator nuclear NF-xB (e manutenc¢do deste fator de transcricao pré-inflamatério no
citoplasma), além de diminui¢cdo da proliferacdo celular. Embora, este aumento de HSP70 intracelular
(induzido pelo exercicio e pelo choque térmico) seja crescente conforme a intensidade, os resultados
demontram que hd um limite de intensidade para este efeito, pois o conteudo intracelular de HSP70 foi
limitado pela carga mais alta de exercicio. Adicionalmente, a alta intensidade de exercicio foi associada
ao aumento de eHSP70, o que modificou a rela¢do intra-para-extracelular de HSP70 em linfécitos. A
relacdo eHSP70/HSP70 também foi aumentada em resposta ao choque térmico, mas exacerbadas pela
execucdo prévia de exercicio em alta intensidade. Como esta relacdo foi um indicativo de limites de
intensidades de exercicio, este trabalho sugere o uso da HSP70 com um marcador de intensidade de
exercicio, fundamentalmente utilizando células imunoldgicas como parametro devido a possibilidade de

as mesmas usarem a HSP70 como sinal de alerta para o organismo.
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ABSTRACT

Living organisms respond to physiological challenges, such as heat shock treatment and/or exercise with
a rapid and marked increase in some of some specific gene expression: The heat-shock response that
occurs in many cells inducing the 70-kDa Heat-Shock Protein (HSP70) synthesis. HSP70 has anti-
inflammatory cytoprotective functions when located at the intracellular environment. Once HSP70 can
be released to extracellular environment, the extracellular (eHSP70) plays pro-inflammatory functions.
This study evaluated the effects of heat shock in lymphocytes from mesenteric lymph nodes taken from
rats previously subjected to different intensities of swimming exercise. Both exercise and heat shock
were able to induce the HSP70 synthesis in lymphocytes, and increased cellular content of HSP70 and
the translocation of HSP70 to the nuclear region was associated with the inactivation of NF-xB, as
observed in the maintenance of this pro-inflammatory transcription factor in the cytoplasm, that may be
related to cell proliferation decrease. Although this effect of exercise on HSP70 expression was related
with exercise intensity, this study showed that there exist a threshold for exercise-induced HSP70
expression, since higher exercise loads were not ableto increase HSP70 synthesis further in lymphocytes.
Additionally, high-intensity exercise was associated to eHSP70 increase and enhanced intra-to-
extracellular HSP70 ratio in lymphocytes. The eHSP70/HSP70 ratio also was also increased in response to
heat shock, but higher levels was observed if the rat was submitted to previous high-intensity exercise
session. These data suggest that HSP70 may be a new exercise intensity marker, primarily using immune

cells because of the possibility of this cells use HSP70 as a danger signal to the whole body.
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INTRODUCAO

A TEMPERATURA COMO DETERMINANTE DA SOBREVIVENCIA

Ao observar-se a maneira pela qual ocorre a distribui¢do das espécies em nosso planeta é
possivel perceber-se que esta distribuicdo reflete os gradientes de temperatura do ambiente. Estes
descontinuos de temperatura, tanto temporal quanto espacial, implicam em adaptagcdes de
comportamento em todo organismo vivo, pois ao longo do processo evolutivo cada espécie

encontra um determinado nicho térmico no qual se desenvolve e sobrevive (Hochachka, 2002).

Muitas vezes, a temperatura impde limites restritos nos quais a vida pode ocorrer e
prosperar, essencialmente por desafiar a fisiologia de cada organismo. Em contrapartida,
adaptacdes em estruturas bdsicas de macromoléculas e mudancas nas velocidades de reagdes
bioquimicas ocorrem em resposta ao desafio da ambientacdao em diferentes temperaturas. Mas,
como pode a temperatura gerar perturbagdes estruturais e funcionais em um organismo? Como

ocorre a adaptacdo diante desse desafio térmico?

Um aspecto essencial a ser considerado € a identificacdo do tipo de relacdo que cada
organismo € capaz de ter com o ambiente que o cerca, ou seja, até que ponto um organismo pode
manter sua temperatura corporal e continuar funcionando independente do ambiente externo. Se
um organismo € capaz de ndo transferir as mudangas do ambiente externo ao ambiente interno,
no que diz respeito a temperatura, certamente trata-se de uma espécie menos suscetivel a
distirbios na homeostase causados por mudancgas na temperatura ambiente. Organismos que t€m
a sua temperatura interna variando de acordo com a temperatura de seu milieu, seja ele o ar ou a
agua, sdo chamados de ectotérmicos, e, normalmente, buscam o ambiente adequado para manter
a temperatura interna estdvel, enquanto sao classificados como homeotérmicos aqueles seres
vivos capazes de manter estdvel sua temperatura corporal, o que pode ocorrer por producao

interna de calor (endotérmicos). Espécies heterotérmicas sao aquelas que usam sua capacidade de
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regulacdo da temperatura corporal para escolher o ponto ideal diante as condi¢des ambientais

(Hochachka, 2002).

Diante dessa variabilidade entre as espécies, quanto ao manejo da relagdo entre o
ambiente interno e o externo (mantendo a temperatura em foco), € notdvel a enorme diferenca na
faixa de temperatura ambiental a qual cada organismo pode tolerar. Enquanto algumas espécies
(estenotérmicos) suportam apenas uma faixa estreita de temperatura (variagdes de no maximo
4°C), outras espécies (euritérmicas) suportam variacdes didrias de temperatura tdo amplas quanto

30°C (Hochachka, 2002).

O ambiente interno dos organismos vivos (milieu interior) ndo permanece em estado de
constante equilibrio, pois estes sdo influenciados e desafiados pelo ambiente ao longo do tempo e
do espaco. Alteracdes ambientais extremas podem gerar estresse ao organismo, causando danos
irrepardveis e até a morte, enquanto alteracdes moderadas podem modificar capacidades
fisiol6gicas e influenciar no crescimento, reproducdo ou na interatividade social. Portanto, nao
surpreendente, € o fato de muitos organismos desenvolverem ajustes diante destas alteracdes de
temperatura para neutralizar o impacto funcional. Estes ajustes podem ter um efeito na evolucao
das espécies muito pronunciado e, portanto, podem ser estudados por diferentes perspectivas, nao
se esquecendo contudo, o fato de que a resposta ao desafio térmico ndo depende somente de
condi¢des meteoroldgicas, mas também do comportamento, da morfologia e da fisiologia

particular de cada organismo (Morimoto et al., 1990; Hochachka, 2002).

Neste contexto, destaca-se que ndo sdo necessdrias mudangas de temperatura muito
extremas para promover adaptacdes fisioldgicas nos mais diversos organismos. A mudanga de
temperatura de apenas 1°C pode ser considerada um evento importante porque pode mudar
reacoes biolégicas modificando-as em 10% (acima ou abaixo do metabolismo basal),
influenciando o ritmo circadiano em muitas espécies, modificando o comportamento alimentar,
gerando a transposi¢ao de um nicho para outro em uma espécie e fundamentalmente, tema a ser
discutido ao longo deste texto, a mudanca de temperatura pode desencadear modificagtes

fisiol6gicas conhecidas como a resposta ao choque térmico.
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A regulacdo da temperatura ou a adaptacdo as modificacOes de temperatura sdo cruciais
para todos os organismos vivos. A faixa de temperatura em que organismos ectotérmicos vivem €
geralmente chamada de zona de tolerancia. Nesta zona, as capacidades fisiolégicas de um
organismo podem aumentar com o aumento da temperatura corporal até um nivel 6timo, mas
ocorre uma rdapida diminui¢do destas capacidades quando ultrapassada este ponto 6timo na

relacdo entre a temperatura e as reacdes bioldgicas internas (figura 1).
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Figura 1. Modelo hipotético proposto para compreensdo dos efeitos da temperatura corporal nas capacidades
fisiologicas de organismos ectotérmicos (adaptados de Morimoto et al, 1990).

Deste modo, pode-se dizer que a influéncia da temperatura na fisiologia de um organismo
ocorre por duas vias: a primeira envolve a regulacdo da temperatura corporal (termorregulacao)
que permite ao organismo um maior controle sobre suas capacidades fisiolégicas que sofrem
influéncia da temperatura, somado a capacidade de modificar o comportamento com a finalidade
de evitar ambientes ou situacdes de grande produgcdo de calor. A segunda envolve a
reorganizacdo do organismo de acordo com a sua sensibilidade ao estresse térmico, resultando

em solucdes de curto prazo (aclimatacdo) e de longo prazo de cardter evolutivo (adaptagdo).
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Mamiferos (endotérmicos) utilizam o metabolismo na regulacdo da temperatura interna, enquanto
outras espécies (ectotérmicas) utilizam a mudanca da temperatura como meio de modificagdes ou

adequagdes fisioldgicas para influenciar no comportamento (Morimoto et al., 1990).

Em algumas situagdes, as habilidades termorregulatérias dos organismos sdo inadequadas
ou inapropriadas, mas do mesmo modo, o ajuste da sensibilidade de um sistema fisiolégico pode
neutralizar o efeito das variagdes de temperatura nas capacidades fisioldgicas e no
comportamento. Podem-se distinguir as adaptagdes entre as que afetam a sobrevivéncia diante de
temperaturas extremas (adaptacdes de resisténcia) e aquelas adaptacdes que afetam as
capacidades fisioldgicas diante de temperaturas nao extremas (adaptacdes de capacidade). Para o
entendimento dos tipos de adaptagdes, torna-se crucial obsevar também a escala temporal na qual
as adaptacdes ocorrem. Uma adaptacdo que leva uma semana para ocorrer parece ser
inapropriada para uma situacdo de desafio tdo curta quanto poucas horas. Outro aspecto
importante ¢ a magnitude desta adaptacdo, onde a mobilizacdo de grande parte do organismo
diante de um estresse pode representar uma ma adaptacdo diante de um desafio (Hochachka,

2002).

De maneira mais pontual, o aumento transitério de tolerancia ao choque térmico em um
organismo pode ocorrer por uma pré-exposi¢cdo do mesmo a um desafio térmico ndo letal. Este
fendmeno ndo tem suas bases fisioldgicas completamente compreendidas, mas, certamente,
mobiliza uma vasta lista de adaptagdes celulares que envolvem a sintese de algumas proteinas e a
repressdao da sintese outras proteinas (Morimoto et al., 1990). Neste sentido, sobre uma
perspectiva evolucionista, a resposta fisioldgica ao estresse térmico tem dois aspectos marcantes:
Primeiramente o entendimento de que o estresse térmico € um desafio comum e universal entre as
espécies. E, ndo menos importante, o entendimento de que existem proteinas que desempenham
funcdes fundamentais nos processos fisiologicos naturais, mas que desempenham fungdes
fundamentais diferenciadas somente quando necessdrio, representando uma economia de energia
para cada célula do organismo (Lindquist e Craig, 1988; Morimoto et al., 1990; Feder e

Hofmann, 1999).
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A FEBRE COMO RESPOSTA FISIOLOGICA

Durante a idade média, acreditava-se que questdes espirituais estavam ligadas a producao
de febre no corpo humano. Posteriormente os estudos de Willian Harvey e Claude Bernard
apresentaram subsidios ao entendimento de que o sistema vascular participava da distribuicdo de
calor pelo corpo humano. No entanto, a data precisa do inicio do acompanhamento da
temperatura do corpo como um dado clinico € incerta. Embora Galileo Galilei ja tivesse
desenvolvido um termOmetro artesanal em 1952, seu uso na prética da medicina s6 foi assimilado
em 1868 quando Carl Reinhold August Wunderlich publicou seu trabalho “The Course of
Temperature in Diseases” (Das Verhalten der Eigenwarme in Krankenheiten, no idioma
original), demonstrando a temperatura corporal normal 98.6°F (37.0°C). Wunderlich estabeleceu
ainda 100.4°F (38.0°C) como sendo o limite superior da temperatura corporal, estabelecendo o
primeiro dado quantitativo sobre o fendmeno chamado febre, com um estudo inigualédvel, pois se

estima que seus dados foram baseados em 25 individuos e mais de 1 milhdao de medidas)

(Mackowiak, 1998).

Alteracdes na temperatura corporal podem ser definidas simplesmente pelas alteracdes no
armazenamento de calor no corpo, podendo ser positivo ou negativo, ou seja se o corpo produz
mais calor do que é capaz de dissipar, considera-se um efeito positivo no sentido de ganho de
calor. Neste aspecto o exercicio fisico representa um fator em potencial para o aumento da
temperatura corporal, visto que somente 20% da energia gerada pelo metabolismo durante o

exercicio resulta em trabalho (Armstrong, 2003).

Para manter a temperatura corporal, o organismo de humanos e de outros mamiferos
dispde de regides de controle central, como a drea pré-optica do hipotdlamo anterior em
humanos, que funciona através de informacOes aferentes e de sinalizacdo eferente interagindo
com outros sistemas como o sistema nervoso autdonomo simpdtico. Trés tipos de neurOnios
coordenam as respostas fisioldgicas ao calor, causando sudorese e vasodilatagdo. Neuronios
sensiveis ao calor (ativados em temperaturas acima de 37°C) sdo responsaveis por acionar estas

respostas. Neurdnios sensiveis ao frio aumentam sua frequéncia de impulsos quando a
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temperatura corporal estd abaixo do ajustado pelo préprio hipotdlamo. E, por ultimo, neur6nios
ndo sensiveis a temperatura modulam as respostas dos neur6nios descritos anteriormente,
integrando as informagdes centrais com as informagdes oriundas da periferia por ter projecoes
neuronais via dendritos em dreas de inervacdo de neurdnios aferentes. Deste modo, é possivel
compreender a participacdo das respostas termorregulatorias durante o exercicio, sendo 90%
dependente da temperatura interna (temperatura central) e apenas 10% dependente da

temperatura externa (temperatura cutanea), durante o exercicio (Armstrong, 2003).

Embora os seres humanos sejam seres migratdrios, que se aproximaram ou se afastaram
das regides dos tropicos ao longo de milhares de anos, os humanos sao melhores ambientados aos
ambientes quentes quando comparados aos ambientes frios, regulando a temperatura interna entre
35 e 39°C nas mais diversificadas situagdes, conforme dados clinicos que apontam a variagdao
normal de temperatura humana de 35,67°C a 38,27°C (Mackowiak et al., 1997). Por exemplo, as
temperaturas mais baixas no ser humano podem ser observadas durante o sono, enquanto as mais
altas ocorrem na fase mais ativa do dia, entre as 17 e as 19 h, sendo que, normalmente, esta
variacdo ocorre entre 0,5 e 1°C. Esta variagdo circadiana na temperatura corporal persiste mesmo
na auséncia de exposi¢do a luz solar, o que sugere um parametro estreitamente regulado pelo

organismo (Armstrong, 2003).

Embora a febre possa ser definida como qualquer elevacdo de temperatura corporal, essa
defini¢cdo pode gerar confusdo com o conceito de hipertermia. Na febre, ocorre a elevacdo do
ponto de regulacao térmico, fazendo com que o organismo produza mais calor € a0 mesmo tempo
perca menos calor para o ambiente para elevar a temperatura corporal até o novo ponto de
regulacdo. A hipertermia ocorre quando ha aumento da temperatura corporal sem que o ponto de
regulacdo térmico seja alterado. Mackowiack define a febre como “‘estado elevado de temperatura
corporal central, no qual geralmente, mas ndo necessariamente, ¢ uma resposta do sistema de
defesa de um organismo multicelular (hospedeiro) diante de invasores, sejam organismos vivos
ou particulas inanimadas reconhecidas como patégenos pelo hospedeiro”. Portanto a febre, que é
um componente da resposta febril, € um evento mais complexo do que o simples aumento de
temperatura corporal. Evidéncias muito antigas indicam que a febre pode ter efeitos benéficos no
organismo, aumentando a resisténcia de animais a infeccdes. Um estudo cldssico envolvendo
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répteis em submetidos a modelo experimental de infec¢do, Bernheim and Kluger demonstraram
uma correlacdo direta entre a supressdo da febre e a mortalidade destes animais (Mackowiak,
1998). Também em mamiferos, a febre estd associada a resisténcia de camundongos ao virus
herpes simplex, poliovirus e infec¢do por Cryptococcus neoformans (entre outros), embora efeito
contrério seja observado no combate a infec¢do por Streptococcus pneumonia. Dados clinicos
também sdo observados em pacientes com bacteremia gram-negativa, onde a temperatura
maxima observada esta correlacionada com a sobrevida dos individuos (Mackowiak et al., 1997;

Mackowiak, 1998; , 2005).

O aumento da temperatura corporal na febre ocorre pela producdo enddgena de agentes
pirégenos que elevam o ponto de regulacdo de temperatura de um organismo. Por outro lado,
pode-se observar que o simples fato de modificar o ambiente ao qual um animal estd acostumado
€ suficiente para gerar aumento de temperatura corporal de até 2°C e esta resposta é gerada pela
liberacdo dos mesmos pirdgenos endégenos que sao liberados também em condi¢do febril. Esta
semelhanga entre o aumento de temperatura corporal sem condicdes de infec¢des e a condicao de
febre induzida por uma infec¢do bacteriana ou viral reporta a importancia da propria capacidade
de cada organismo em desenvolver a febre diante de desafios imunoldgicos. Neste contexto, a
capacidade de produzir febre pode ser considerada uma adaptacdo evolutiva que representa um
aumento na capacidade de defesa do organismo quando hospedeiro de um agente infeccioso. Este
conceito se reforca na improbabilidade de um organismo (vertebrado ou invertebrado) ser apto a
desenvolver estratégias fisioldgicas que o permitam aumentar o custo metabdlico e manter essa
demanda energética elevada por longo periodo de tempo (normalmente horas) sem que estas
mudancas ocorram no intuito de beneficiar o préprio organismo, quando, por exemplo, um

organismo mantém o corpo com 1 ou 2°C acima do normal na situacdo febril.

Neste contexto, embora certas respostas do préprio organismo possam ser potencialmente
danosas a0 mesmo, como em situagdes inflamatdrias, geralmente a resposta pro-inflamatdria
(presente em condi¢des febris ou diante de desafios metabdlicos) é essencial para sobrevivéncia
em ambientes hostis. Adicionalmente, estudos tém demonstrado que pequenas elevacdes na
temperatura corporal, similares as observadas durante a febre, resultam em melhora das respostas
imunoldgicas.
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HISTORICO DOS ESTUDOS DE RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

Possivelmente, o trabalho mais antigo relatando a resposta ao choque térmico seja o
estudo de Goldschimdt (1935), com Drosophila, no qual foi observado o efeito do estresse na
expressdo de genes especificos em pontos cruciais do desenvolvimento, levando a formacgdo de
copias de fendtipos celulares especificos. Mas, especificamente em resposta ao choque térmico,
Ferruccio Ritossa, um geneticista italiano, é reconhecido como sendo o primeiro a descrever a
resposta ao choque térmico. Sua descoberta tem inicio durante uma disciplina na qual o Prof.
Ritossa decide trabalhar com Drosophila, a despeito de ser considerado uma subclasse de
pesquisador por estar trabalhando com esta espécie. Utilizando glandulas salivares de
Drosophila buskii , Ritossa inicia seus estudos com autorradiografia com tricio para descrever os
tipos de dcidos nucleicos que sdo sintetizados nestas glandulas salivares. No meio de suas leituras
das recentes publicacdes sobre dcidos nucleicos (especificamente RNA) em outras espécies, um
membro do grupo de pesquisa de Ritossa aumentou a temperatura da incubagdo da estufa das
glandulas salivares (acidentalmente). Este evento levou a observagdo da sintese de uma nova
classe de RNA nessas glandulas, impressionantemente sintetizados em apenas 2 minutos. Ao
lembrar-se das leituras prévias que o informavam sobre a influéncia do calor na estrutura de dgua
congelada que circunda as proteinas da cadeia de transporte de elétrons, interferindo assim na
fosforilagdo oxidativa, Ritossa realiza testes com outras situacdes como o desacoplamento de

ATPases, descrevendo que a hipdxia levaria a expressdo dos mesmo genes (Ritossa, 1996).

O artigo escrito por Ritossa teve a ajuda de colegas do préprio laboratério e de
laboratérios vizinhos que, no entanto, ndo se candidataram a condicdo de coautores do
manuscrito, que foi inicialmente rejeitado por editores das revistas cientificas mais consideradas
da época por ser considerada uma informacdo cientifica irrelevante. O artigo foi finalmente
publicado como um resumo expandido (New Puffing Pattern Induced by Temperature Shock and
DNP in Drosophila, Experientia, 18: 571-573, 1962.) e a resposta ao choque térmico foi
confirmada pelo proprio Ritossa em outras espécies de Drosophila, em outros tecidos € em
diferentes fases de desenvolvimento, essencialmente investigando a anaerobiose como um fator

desencadeador. Considerado o pioneiro na pesquisa da resposta ao choque térmico, a sua
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descoberta acidental foi comentada pelo préprio autor (Ritossa, 1996) e pelo editor chefe da
revista cientifica mais relacionada ao choque térmico, Cell Stress and Chaperones, que descreveu
esta descoberta acidental como sendo uma clara demonstracdao de aplicabilidade dos dizeres de

outro grande cientista, Luis Pasteur: “o acaso favorece a mente preparada”.

Vinte anos mais tarde ocorreu o isolamento do primeiro mRNA de proteinas de choque
térmico, em 1982. Ao longo deste periodo, ocorreram descobertas de respostas celulares
semelhantes em bactérias, em células de mamiferos cultivadas, em leveduras e em plantas,
culminado em um encontro de pesquisadores denominado “Choque Térmico: da bactéria ao
homem”, em 1982. Neste periodo as fungdes das proteinas de choque térmico permaneciam
incompreendidas e os detalhes da regulacdo da resposta ao choque térmico comecavam a emergir

(Calderwood, 2007).
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RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

Organismos vivos respondem a condi¢des desfavoraveis como o choque térmico (além de
outras situagcdes desfavordveis) com um aumento rapido, de grande magnitude e transitério na
taxa de expressdo de alguns genes especificos, genes que codificam proteinas conhecidas como
proteinas de choque térmico. A transcricdo de proteinas diante de choque térmico respeitam as
consideragdes da termodindmica, onde as proteinas que estdo em estagio de dobramento estdao
imersa em ambiente aquoso também sob modificacdo conformacional. Toda a informacgdo
necessdria para o dobramento correto de uma proteina esta na sua sequencia de aminodcidos, sua
estrutura priméria. A mudanga na energia, que agora favorece a mudanca de conformagdo das
proteinas envolve interagdes tanto entre proteinas, como entre a dgua e as proteinas. Em outras
palavras, as for¢as termodinamicas sdo necessdrias e suficientes para formar proteinas, passando
de estruturas primdrias, formacdes incompletas, ou at¢é mesmo a formacdo de proteinas
funcionais. Esta teoria premiou Christian Anfisen com o prémio Nobel de (1915-1916)

(Hochachka, 2002).

Neste contexto, proteinas desnaturadas sao recuperadas por condi¢des que favorecam a
estrutura natural das mesmas, inclusive recuperado atividades cataliticas de enzimas. Portanto,
modificagdes na temperatura podem gerar novas estruturas proteicas, com novas fungdes, a partir
de aminodcidos disponiveis no ambiente celular e o nimero de combinacdes possiveis €
praticamente ilimitado. No entanto, estes dados criam um paradigma entre a espontaneidade na
formacdo de proteinas e a necessidade de organizacdo funcional de uma célula para corresponder
a esta nova demanda. Embora esta perspectiva termodindmica esteja correta, simplificar os
eventos de sintese proteica diante de um desafio térmico pode representar um desconhecimento
sobre os eventos complexos que ocorrem no ambiente intracelular durante o aumento da
temperatura. Estes eventos extremamente complexos e organizados conhecidos como resposta ao

choque térmico (Lindquist e Craig, 1988; Van Eden e Young, 1996).

Uma das maiores descobertas bioquimicas na biologia celular foi a identificacdo de

chaperonas moleculares, estruturas proteicas diversificadas que desempenham fun¢des essenciais

24



na corre¢do do processo de formagdo de proteinas, além de auxiliar na compartimentalizacao das
mesmas. Na esséncia, as chaperonas moleculares permitem que a energia termodindmica tenham
seus efeitos sobre a sintese proteica no ambiente celular. A presenca destas chaperonas em
bactérias e em organismos complexos representa o quao genérica possa ser esta resposta a
temperatura nos seres vivos. Tendo em vista que ndo somente a temperatura € capaz de aumentar
a atividade das chaperonas celulares, estas proteinas também sao conhecidas como proteinas do
estresse, por responder a uma margem muito grande de estimulos (Downes et al., 1999). Cabe
salientar que a presenga de chaperonas moleculares € necessaria também em condi¢des normais,

ndo somente em situagdes adversas (Morimoto et al., 1990; Calderwood, 2007).

Sao raros os casos de organismos que nao respondem ao choque térmico com aumento na
expressdao de chaperonas moleculares. Hydra oligactis um estenotérmico cnidadrio adaptado a
ambientes frios ndo apresenta esta resposta diante de um choque térmico subletal. Devido a esta
inabilidade, esta espécie € encontrada somente longe de ambientes que possam apresentar
qualquer tipo de estresse térmico e os mecanismos pelos quais esta espécie € incapaz de produzir
esta resposta cldssica ao choque térmico, a sintese de chaperonas moleculares, ainda é
desconhecida embora haja evidencias de que a instabilidade no mRNA de uma chaperona

molecular de 70 kDa seja a razdo para a inexisténcia desta habilidade (Hochachka, 2002).

Um segundo exemplo de resposta ao choque térmico também esta em animais
estenotérmicos adaptados a ambientes frios. Peixes que vivem em ambientes préximos a 0°C
morrem em dguas a 4°C. Nestes casos extremos, a resposta ao choque térmico aparentemente foi
perdida ao longo da evolu¢do em milhares de anos, pela existéncia em ambiente com temperatura

estavel (Hochachka, 2002).

Nestes exemplos de auséncia de resposta ao choque térmico, as chaperonas moleculares
sd0 constitutivamente expressas, mas ndo aumentam a sua sintese e atividade em resposta ao
aumento de temperatura. Portanto fica evidente a importancia destas proteinas em condi¢des

basais, mas fundamentalmente diante de desafios ambientais.
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FATORES DE TRANSCRICAO DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

A habilidade de o organismo responder apropriada e rapidamente a desafios fisiologicos
impostos pelo ambiente ou as mudangas extremas de metabolismo € uma caracteristica essencial
que permite a sobrevivéncia do mesmo. Existem muitas formas de estresse ao organismo que
resultam em atividade de transcricao de genes especificos e os produtos desses genes, por sua
vez, geralmente estdo associados ao auxilio ao organismo diante deste desafio imposto. Neste
sentido, a sintese de HSPs confere protecdo e tolerancia aos mais diversos desafios, sendo que,
em células eucaridticas, a transcri¢do de genes de resposta ao choque térmico € regulada por uma
familia de proteinas ligantes ao DNA altamente conservadas na evolugao das espécies, chamadas
fator de transcricdo de proteinas de choque térmico, os HSFs. (HSF, do inglés Heat Shock

Factor) (Morimoto et al., 1992).

O nivel de regulacdo da resposta ao choque térmico per se possui cardter evolutivo.
Enquanto insetos (Drosophila melanogaster) e leveduras (Saccharomyces cerevisiae) possuem
apenas um tipo de HSF, dois genes ja foram descritos em roedores (HSF1 e HSF2) e pelo menos
trés isoformas de HSFs em humanos (HSF1, HSF2 e HSF4) (Sarge et al., 1991; Kroeger e
Morimoto, 1994; Sistonen et al., 1994; Nakai et al., 1997) e em aves (HSF1, HSF2 e HSF3)
(Nakai e Morimoto, 1993).

Quando comparadas as estruturas das isoformas de HSFs em vertebrados de uma mesma
espécie, a sequéncia de aminodcidos € idéntica em pelo menos 40%, como por exemplo, a
comparagdo entre 0 HSF1 e o HSF2 de camundongos (Sarge ef al., 1991). Quando comparados
entre espécies, a homologia pode ser de até 92% quando, por exemplo, € feita a comparacio entre
o HSF1 de humanos com o de roedores e de aves. Do mesmo modo, a comparagio entre o HSF2
de humanos e o de camundongos revela a homologia de 95%. Portanto trata-se de um sistema de
regulacdo de transcri¢do gé€nica altamente conservada entre as espécies. Complementarmente,
verifica-se a existéncia de regides especificas como a regido de ligacdo ao DNA e a por¢ao de
oligomerizacdo idénticas em todas as isoformas de HSFs, reforcando a necessidade de

conservacdo destas estruturas em diferentes organismos (Cotto e Morimoto, 1999).
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Mesmo compreendendo o fato de que os HSFs sdo importantes na homeostasia celular,
muito ainda se discute sobre qual a razdo para a existéncia de multiplos HSFs. Uma possibilidade
investigada é de que organismos mais complexos poderiam utilizar multiplos HSFs para
responder aos mais diversos desafios fisiolégicos e portando vencer o processo evolutivo
enfrentando as adversidades ambientais. Neste sentido, a resposta pode estar na diferenca entre o
HSFle o HSF2, que podem ser ativados por desafios celulares distintos (Sistonen et al., 1992;
Sistonen et al., 1994). Enquanto o HSF1 e HSF2 sao encontrados em todas as células, o HSF4
parece ser especifico em algumas células como os neurdnios, células do musculo cardiaco e o
esquelético, além de apresentar caracteristicas repressoras da resposta ao choque térmico, sendo

um regulador negativo (Nakai et al., 1997).

Outras diferengas entre os HSFs s@o observadas em diversos modelos experimentais. Em
linhagens celulares modificadas como a eritroleucemia K562 sdo observadas as diferencas entre o
HSF1 e o HSF2, onde o primeiro é ativado em segundos diante de situacdes de estresse, e esta
resposta também ¢é atenuada rapidamente, enquanto que o segundo tem um periodo de laténcia,
entre o evento desencadeador e a resposta, tdo longo quanto 24 horas mas permanece ativado até
72 horas depois, demonstrando uma sinergia entre 0 HSF1 e o HSF2 na resposta celular ao

estresse (Sistonen et al., 1994).

Enquanto em condi¢des basais o HSF1 € mantido como um mondmero latente, apos o
choque térmico em células cada HSF1 se associa a outras duas moléculas idénticas formando um
homotrimero de HSF1. De maneira distinta, o HSF2 e o HSF3 sdo encontrados na forma
dimerizada em situagdes basais e ocorre também a trimerizagdo destes fatores de transcricdo

diante de um choque térmico (Theodorakis et al., 1989; Nakai e Morimoto, 1993).
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PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO E HSP70

Proteinas de choque térmico (heat shock proteins-HSPs) sdo proteinas altamente
conservadas durante a evolugdo das espécies e sdo encontradas em organismos eucaridticos e
procariéticos. A primeira demonstracdo da indugdo celular de HSP, em resposta a um estresse
celular, foi relatada em 1962 por Ritossa, quando observou o surgimento de um novo padrao de
espessamento cromossomal em células de glandulas salivares de Drosophila buskii, fato que
representava a transcri¢ao para a sintese de HSPs apds a exposic¢do celular a temperaturas altas.
No entanto, o estabelecimento do termo HSP ocorreu em 1974 (Tissieres et al., 1974; Johnson e

Fleshner, 2006).

As HSPs podem ser agrupadas de acordo com suas massas moleculares em familias
(HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP30). A familia mais conservada e estudada é a
de peso molecular de aproximadamente 70 kDa (HSP70). Embora existam a forma mitocondrial
de 75 kDa (HSP75) e uma forma de 78 kDa encontrada no reticulo endoplasmético (GRP 78), a
familia das HSP70 ¢ fundamentalmente representada pelas formas constitutiva de 73 kDa
(HSC70 ou HSP73) e induzivel de 72 kDa (HSP70 ou HSP72). A forma constitutiva € sintetizada
na maioria das células e é somente induzida de maneira moderada, pois € constitutivamente
expressa no citoplasma dentro de condi¢des basais (Asea, 2005). Por outro lado, a forma
induzivel esta presente em menores quantidades nas células e pode ser rapidamente sintetizada no
citoplasma. Rotineiramente, a literatura ao relatar sobre a inducao desta proteina frente a alguma
situacdo utiliza-se do termo unificado HSP70 abrangendo as duas formas, constitutiva e
induzivel. Ao longo deste texto, serd usado o termo HSP70 como um coletivo de proteinas de
choque térmico que abrange, sem necessidade de distincdo, as formas constitutiva (73 kDa) e

induzivel(72 kDa). Quando houver necessidade de distincdo, estas serdo chamadas

respectivamente de HSP73 e HSP72.

A HSP70 contém duas principais regides estruturais: o dominio N-terminal, também
referido como dominio ATPase, que € composto por aminodcidos formando uma estrutura de

45kd, e o dominio C-terminal que € composto por uma regido (15 a 18kd) de ligacdo a substratos
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e uma regido carboxiterminal de 10 kDa (Erbse et al., 2004; Hu et al., 2006). As regides N e C
terminal sdo regides de extrema relevincia na ligacdo a antigenos, deste modo auxiliando na
resposta imunoldgica (Asea, 2005). Existem evidéncias de que o ATP possa estar envolvido na
funcdo da HSP70 pois a observa¢do de uma forma homologa da HSP70 em bactérias, a proteina
chamada DnakK, apresenta uma baixa atividade ATPase. Sequencialmente, foi demonstrado a
mesma atividade enzimdtica desta proteina em HSP70 de mamiferos (Van Eden e Young, 1996;

Calderwood, 2007).

Interessantemente, o ATP, em concentracdes micromolares, é capaz de causar uma rapida
e expressiva saida da HSP70 do nicleo e do nucléolo enquanto substancias andlogas ao ATP nao
hidrolisdveis ndo causam esse mesmo efeito, sendo, portanto, a hidrélise do ATP um evento
celular necessdrio para o deslocamento da HSP70 de seu subtrato. Entretanto, baixas taxas de
hidrélise de ATP podem ser observadas experimentalmente com HSP70 purificada, como por
exemplo, um evento de hidrdlise de ATP por molécula de HSP70 por minuto. Estes resultados
sugerem que de tempos em tempos ocorre a hidrélise de uma molécula de ATP pela HSP70 para

diminuir a afinidade desta proteina pelo substrato que estd ligado ao sitio (Morimoto et al., 1990).

Embora a descoberta das HSPs tenha ocorrido sob choque térmico, outros estimulos
estressores como metais pesados, radiagdo UV, andlogos de aminodcidos, infec¢do por bactérias
ou por parasitas, inflamacdo, drogas citostéticas, inibidores da COX, &4cido acetil salicilico,
estresse oxidativo, além de agentes fisiol6gicos como fatores de crescimento, a diferenciacao
celular e o desenvolvimento de tecidos podem induzir a expressdo destas proteinas (Lindquist e
Craig, 1988; Morimoto et al., 1990; Van Eden e Young, 1996; Locke e Noble, 2002; Mayer e
Brown, 2004).

Primeiramente, as HSPs foram descritas pela sua acdo de chaperona molecular, devido a
capacidade de impedir a agregagao de proteinas, auxiliando o remodelamento e a manutencao de
proteinas estruturais, auxiliar no transporte de proteinas através da membrana, a degradacao
proteinas instdveis e o remodelando proteinas desnaturadas (Johnson e Fleshner, 2006). Além

disso, a expressdo intracelular de HSP70 esta associada a citoprote¢do € a mecanismos anti-
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apoptoticos, reprimindo a expressdo de genes e modulando a progressao do ciclo celular (Beere,

2005).

O evento conhecido como apoptose celular € mediado pela acdo de caspases (cisteinil
aspartato protease especifica) através das vias intrinseca e extrinseca: a primeira caracteriza-se
pela liberacdo de fatores pré-apoptoticos da mitocondria para o citossol, enquanto que a segunda
via diz respeito a ligacdo de sinalizadores apoptéticos em receptores especificos na membrana
celular. A atividade antiapoptética da HSP70 na via intrinseca deve-se a inibi¢do de atividade
proteolitica e da inibi¢ao de caspases, que resulta em inibi¢do de multiplas cascatas de sinalizacdao
intracelular que levam a apoptose. Além disso, a permeabilidade a proteina Bcl-2 na membrana
mitocondrial sofre a interferéncia da HSP70 que impede a liberacao deste fator apoptogénico. A
interrupcao da cascata de sinalizacdo intracelular via JNK, NF-kB e AKT pela HSP70 sao um

mecanismos descritos de inibicdo de apoptose, quando esta € induzida por elementos

extracelulares ligados a receptores especificos na membrana extracelular (Beere, 2004).

Além da acdo clédssica de chaperona intracelular descrita acima, a HSP70 apresenta um
efeito intracelular que merece um maior destaque: a inibicao do fator de transcricao nuclear kB
(NF-kB). A inibi¢do deste fator de transcri¢do pode representar profundas implicacdes no que diz
respeito ao sistema imunolégico, em processos inflamatorios, bem como em fatores destacados

acima como a regulacdo da sobrevivéncia celular e a apoptose.

A HSP70 € capaz de inibir a atividade do NF-kB em diferentes niveis. Primeiramente,
ocorre a inibi¢do da fosforilacdo do inibidor da kB (IkBs), visto que em células submetidas ao
choque térmico a HSP70 liga-se a subunidade IkB kinase gamma (IKKY), inibindo assim a

inducdo de apoptose pela produgdo de Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Ran et al., 2004).

Neste sentido, a hipétese de que a HSP70 represente uma proteina supressora da atividade
do NF-kB vem sendo reafirmada pelo nimero crescente de estudos onde ocorre a inducdo de
HSP70 intencionalmente para verificar seu efeito inibitério sobre reagdes inflamatdrias, como a
ativacdo de fosfolipase A2 (que é estimulado pelo TNF-a) (Jaattela, 1993), como a sintese de

6xido nitrico (NO - produzido pela atividade da enzima 6xido nitrico sintase induzivel, onde a
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transcricdo do gene ocorre pelo gene NOS-2). Nestes estudos se oberva a correlacdo entre o

aumento da expressdao da HSP70 e a diminui¢do da ativagdao do NF-«xB (Feinstein et al., 1996).

Esta capacidade inibitéria da HSP70 intracelular sobre a inflamacao representa a protecao
celular diante de desafios metabdlicos intensos, como por exemplo, em células submetidas a
condicdes de estresse nitrosativo (reacdo entre o NO e moléculas intracelulares como a
glutationa, formando o composto chamado S-nitrosoglutationa, deteriorando as defesas
antioxidantes celulares), condi¢cdo na qual ocorre a inducao da expressao de grandes quantidades
de HSP70 capazes de prevenir a apoptose celular pela mediada pelo tratamento com TNF-a (Kim

etal., 1997).

Em condi¢des extremas ao organismo, como no caso da sepse, a HSP70 é capaz de
promover a prote¢ao contra os efeitos danosos da ativacdo de genes como da iNOS (NOS-2), que
sao ativados pelo NF-kB através da inibicdo da IkB quinase e consequentemente inibicdo da

degradacao da subunidade IkB (Chan et al., 2004).

Estes estudos sugerem que a forma principalmente a forma induzivel seja capaz de ligar-
se ao complexo NF-kB /IkB no citossol impedindo a transcricao de genes dependentes deste fator
de transcri¢do nuclear, como os genes responsdveis pela sintese de TNF-a e iNOS, que trazem
prejuizos clinicos em quadros imunoldgicos graves como em casos de sepse (Chen et al., 2005).
Complementarmente, estudos demonstram que o bloqueio da sintese de HSP70 reverte o efeito
inibitério sobre ativacdo do NF-kB em células em células submetidas ao choque térmico (Kim et

al., 1997; Chan et al., 2004).

Neste contexto, o fato da HSP70 possuir propriedades anti-inflamatérias, quando
localizadas no ambiente intracelular, pode auxiliar no esclarecimento da potente atividade de
anti-inflamatdria observada pelo tratamento com prostaglandinas ciclopentendnicas (CP-PGs),
que sdo indutoras de HSP70. (Rossi et al., 2000; Homem De Bittencourt e Curi, 2001; Beere,
2004).

Resumidamente, pode-se considerar que a indug¢do da expressio HSP70, aumentando o

conteddo intracelular desta proteina, pode representar um potencial fator citoprotetor e anti-
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inflamatério, por evitar a desnaturacdo de outras proteinas intracelulares, por influenciar na
sinalizacdo que desencadeia a apoptose e, fundamentalmente, por inibir a excessiva ativagdo do

NF-xB que pode trazer prejuizos celulares.
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HSP70 EXTRACELULAR (eHSP70)

Desde que HSP70 pdde ser encontrada na circulagao (eHSP70), existe uma constante
busca de correlacionar os niveis circulantes desta proteina aos estidgios de diversas doencas
(Molvarec et al., 2006; Nakhjavani et al., 2010; Gelain et al., 2011; Nakhjavani et al., 2011), uma
vez que em condi¢des fisiologicas normais esta proteina é expressa em baixos niveis. Como os
fatores de risco para mortalidade em muitas doengas estdo relacionados com desordens no
balanco redox do organismo, podendo também estar relacionados com os niveis de eHSP70
circulante, sugere-se que os niveis desta proteina possam ser indicadores de saude, e até mesmo
de longevidade (Terry et al., 2004). Em pacientes com esclerose multipla os niveis de eHSP70
sao correlacionados com fibrose pulmonar, desordens vasculares, marcadores inflamatdrios e
estresse oxidativo (Ogawa et al., 2008). Por outro lado, a suplementacdo com glutamina,
elevando em 3,7 vezes a eHSP70 em pacientes em estado critico foi correlacionado com menor
tempo de utilizacdo de tratamento intensivo hospitalar (Ziegler et al., 2005). Em conjunto estes
estudos sugerem que a elevacdo de eHSP70 pode significar uma tentativa de resposta

imunolégica diante de alguma doenga ou desordem fisioldgica.

A presenga de eHSP70 no meio extracelular ou na circulacdo sugere uma possivel
interagdo desta proteina com membranas celulares, podendo iniciar cascatas de sinalizagdo em
muitos tipos de células. Esta capacidade de sinalizacdo extracelular é confirmada devido a grande
variedade de receptores que esta proteina pode interagir (Calderwood, Mambula et al., 2007,
Calderwood, Theriault et al., 2007). No entanto, existem vdrias lacunas a serem preenchidas para

uma melhor compreensao da origem e fungdo da HSP70 circulante.

Atualmente, estudos buscam um melhor entendimento sobre a eHSP70,
fundamentalmente sobre qual o modo pelo qual esta proteina € sintetizada e liberada para o meio
extracelular. Células de mamiferos sdo capazes de secretar proteinas através de vesiculas
formadas no aparelho de Golgi apds a sintese proteica no reticulo endoplasmatico rugoso. Estas
vesiculas fundem-se com a membrana plasmaética liberando a proteina por exocitose. No entanto,

a inibicdo deste mecanismo de exportacdo ndo resulta em diminuicdo eHSP70. A hipétese de
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liberacao através de lise celular, como um sinal de necrose, pode ser uma forma de gerar grandes
quantidades desta proteina no ambiente extracelular, mas, no entanto, pode ser descartada como
Unica razdo para o extravazamento desta proteina, pois se observa a aumento de eHSP70 mesmo
na auséncia de ruptura celular (Sun e Macrae, 2005). Outra possibilidade atualmente investigada
€ a liberacio de eHSP70 por exossomos (pequenas vesiculas), que formam corpos
multivesiculares e se fundem com a membrana plasmatica (Lancaster e Febbraio, 2005a). Como a
HSP70 nao contem em sua estrutura peptideos tipicos de membrana celular, o transporte
associado a lipidios pode ser o mecanismo mediador de liberacio de HSP70 para o meio
extracelular, porém isso nao parece ocorrer em células mononucleares. O transporte pode ocorrer
ainda por ligacdo a outras proteinas com funcdo de lancadeira. A formacdo de vesiculas com
compartimentos proteicos especificos pode representar um importante mecanismo, uma vez que
estas organelas sdo transportadas para a membrana celular onde ocorre a ligacdo a fosfatidilserina
fazendo um mecanismo de “flipping” (Multhoff, 2007). Aparentemente, a eHSP70 pode ser
oriunda de diversos tecidos e células, com mecanismos diferentes de liberagdao de proteinas para o
meio extracelular e diferentes indutores, o que torna complexo e ainda ndo entendido por

completo a presenga de eHSP70 na circulacdo (Mambula et al., 2007).

Especificamente em células mononucleares, a exportacio de eHSP70 parece ter origem
via vesiculas secretadas (exossomos). Embora o choque térmico seja capaz de aumentar a
quantidade de eHSP70 observada, ndo esta esclarecido como o choque térmico leva a exportacao
desta proteina. Nao esté claro ate o presente momento se 0 aumento da exportacdo pode ocorrer
por um aumento de efici€ncia na liberacdo de vesiculas ou por um aumento na quantidade de
eHSP70 secretada por vesicula, nem mesmo se outros desafios fisiol6gicos como, por exemplo, o
exercicio fisico, é capaz de influenciar esta atividade secretora (Walsh et al., 2001; Ireland e? al.,

2007).

Dentre as isoformas de HSP70, a HSP72 aparentemente ¢ a maior representante das
eHSP70, embora outras formas possam estar presente na circulagao (De Maio, 2011). Uma vez
presente no ambiente extracelular, a eHSP70 pode ligar-se a receptores altamente conservados
chamados receptores do tipo Toll-2 e Toll-4 (TLR-2 e TLR-4, respectivamente) na superficie de
células apresentadoras de antigenos, similarmente ao proprio lipopolissacarideo (LPS) presente
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em bactérias, induzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias IL-1b e TNF-0, bem como
induzir a producdo de NO (que possui importante propriedade microbicida). Estes efeitos sdao
desencadeados pela ligagdao aos receptores do tipo Toll que estimulam a ativacdo do NF-

«kB.(Lathigra et al., 1991; Ensgraber e Loos, 1992; Vabulas et al., 2002).

Neste contexto, o componente da Salmonella typhimurium responsavel pela agregacdo da
bactéria a0 muco do trato gastrointestinal, correlacionado diretamente com a severidade da
infeccao, ¢ uma HSP de 66kDa (Ensgraber e Loos, 1992). Tendo em vista que o tratamento com
anticorpos para esta proteina inibe a agregacdo desta bactéria, surge o interesse em investigar se
HSP extracelular pode estar envolvida em processos fisiopatolégicos. Especificamente a HSP70,
pode ter participacdo da viruléncia de patégenos, uma vez que uma proteina de 71kDa, homologa
a HSP70 humana, esta presente tanto intra como extracelularmente em Coxiella burnetii, uma
bactéria intracelular obrigatéria causadora da febre Q, que se replica em ambientes dcidos como
em fagolisossomos a 37°C, indicando ser a eHSP70 um importante indicador de processos
infecciosos (Lathigra et al., 1991; Macellaro et al., 1998). Por outro lado, a infeccdo por
Helicobacter pylori, induz a baixa expressao de HSP73, HSP72 e de HSFI, diminuindo as

defesas intracelulares do hospedeiro, em modelos in vivo e in vitro. (Axsen et al., 2009).

Resumidamente, podemos dizer que o aumento da eHSP70 pode representar um quadro
pré-inflamatério, pois a concentragdo elevada desta proteina no ambiente extracelular pode ser
um fator deflagrador de processos inflamatérios ou uma consequéncia de uma inflamacdo ja

estabelecida no organismo.

35



EXPRESSAO DE HSP70 PELO EXERCICIO

O exercicio, devido as suas alteragdes fisioldgicas inerentes, induz a expressao de HSP70
em muitas células de diferentes tecidos. A quebra da homeostasia celular, através de alteracdes na
temperatura, no pH, na concentracdo de ions, na utilizacdo de oxigénio e de glicogénio, além da
deplecao de ATP sao fatores que podem ativar o a sintese de HSP70 durante o exercicio (Noble

et al., 2008).

O aumento da temperatura corporal e muscular durante o exercicio parece uma maneira
bastante 6bvia de induzir a expressao de proteinas de choque térmico. No entanto, o musculo
esquelético é capaz de expressar HSP70 em resposta ao exercicio fisico mesmo sem estimulo
térmico, o que ndo ocorre no musculo cardiaco, sugerindo que os mecanismos de expressao de
HSP sao especificos de cada tecido (Skidmore et al., 1995; Harris e Starnes, 2001; Morton et al.,
2007; Staib et al., 2007).

Embora os radicais livres sejam continuamente produzidos no organismo, durante a
atividade fisica ocorre um aumento na produgdo de espécies ativas de oxigénio (Fisher-Wellman
e Bloomer, 2009). Sobre este aspecto, além das defesas antioxidantes enzimdticas e nao
enzimaticas, estudos com animais e humanos sugerem que a expressao de HSP70 pode ser uma
protecao complementar contra o estresse oxidativo (Smolka et al., 2000; Hamilton et al., 2003;
Simar et al., 2007). Apdés uma sessdo de exercicio, o musculo esquelético (Hernando e Manso,
1997), o miusculo cardiaco (Locke et al., 1995) e outros 6rgdos, como o figado (Kregel e
Moseley, 1996; Gonzalez e Manso, 2004), apresentam quadro de estresse oxidativo
concomitantemente a concentragdes intracelulares aumentadas de HSP70 (Salo et al, 1991).
Embora o estresse oxidativo seja claramente capaz de induzir a expressdo de HSP70 em resposta

ao exercicio, nao é a unica via envolvida. (Paroo e Noble, 1999).

Em resposta ao exercicio fisico, ocorre ainda aumento da concentragdo de eHSP70 na
circulacao (Walsh et al., 2001). Como o exercicio fisico gera aumento na expressao de HSP70
tanto na musculatura esquelética quanto no plasma, seria 16gico supor-se que a fonte de eHSP70

circulante fosse oriunda da prépria musculatura esquelética ativada durante o exercicio.
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Musculos posturais expressam altas quantidades basais de HSP70, o que leva a crer-se na
participacdo da mesma na prevencdo de danos musculares, na estabilidade de canais i0nicos
(Tupling et al., 2007) e no auxilio no desenvolvimento de miotibulos de musculos esqueléticos
(Kayani et al., 2008). Além disso, pode ser um fator importante para que fibras musculares
lentas mantenham o fendtipo apds a solicitagio frequente, como no treinamento fisico (Kelly et

al., 1996; Murlasits et al., 2006).

Devido as fungdes intracelulares descritas para as HSP70 no misculo esquelético e pelo
fato de que ndo hd evidencias de que o musculo seja o principal exportador desta proteina,
sugere-se que outros tecidos ou células sejam responsaveis pelo aumento de eHSP70 na
circulagdo. Como a libera¢do de proteinas do musculo para o meio extracelular aparentemente
ocorra apenas em situacdes de estresse celular muito intenso onde pode ocorrer lise celular, ndo
haveria aumento eHSP70 circulante em exercicios de moderada intensidade. Adicionalmente,
embora tenha sido demonstrado que, tanto a duragdo quanto a intensidade do exercicio sejam
fatores que influenciam a concentracio eHSP70 (Fehrenbach et al., 2005) e de HSP70 na
musculatura (Milne e Noble, 2002), este aumento circulante precede qualquer aumento da
expressdo génica ou proteica de HSP70 no musculo esquelético (Febbraio, Steensberg et al.,

2002).

Como ja mencionado, outros tecidos produzem HSP70 diante de desafios fisiolégicos,
como o exercicio fisico. O figado de ratos submetidos a exercicio fisico apresenta alta expressao
intracelular de HSP70 (Gonzalez e Manso, 2004). Em um experimento realizado com humanos
submetidos a um protocolo de exercicio, com o intuito de verificar-se a origem da eHSP70, foi
observada a diferenca arteriovenosa muscular e hepatica de eHSP70, indicando que a
musculatura ndo estaria liberando esta proteina, ao contrario do observado na diferenca
arteriovenosa hepdtica, onde ha um aumento gradual da expressdao de eHSP70 ao longo exercicio
fisico (Febbraio, Ott et al., 2002). Outros estudos do mesmo grupo demonstram que a
administracao oral de glicose antes do exercicio reduz esta exportacdo hepatica de eHSP70, sem
ter gerado alteragdes no glicogénio muscular ou alterado o conteido de eHSP70 circulante
(Febbraio et al., 2004), fato que sugere a exportacdo de eHSP70 por outras células durante o
exercicio, como verificado na diferenca arteriovenosa cerebral (Lancaster et al., 2004). Embora
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células do sistema imunoldgico, como linfécitos T, possam sintetizar e exportar HSP70 (Hunter-
Lavin et al., 2004; Ireland et al., 2007), ndo hd na literatura estudos que demonstrem a

capacidade de exportacdo de eHSP70 destas células em resposta ao exercicio fisico.
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HSP70 NO AUXILIO AO SISTEMA IMUNOLOGICO

Imunidade € definida como resisténcia a doenca, sendo este mecanismo de defesa
dividido em imunidade inata, que medeia a protecdo inicial contra as infec¢des, e a imunidade
adaptativa, que se desenvolve mais lentamente e medeia a defesa posterior, ainda mais efetiva
contra as infec¢des. A imunidade adaptativa pode ainda ser subdividida em imunidade humoral e
imunidade celular, as quais sao mediadas por diferentes tipos de células e moléculas, designados
para fornecer a defesa extra e intracelular, respectivamente (Abbas et al., 2003; Playfair e Chain,

2009).

Todas as células que circulam no sangue sdao derivadas de uma célula precursora, na
medula 6ssea. Essas precursoras pluripotenciais sdao denominadas células-tronco hematopoiéticas,
que ao amadurecerem dao origem a diferentes tipos de células-tronco; eritroide (origina as
hemadcias), mieloide (origina mondcitos/macrofagos, células dendriticas, mastdcitos e o0s
granuldcitos, este ultimo subdividido em neutréfilos eosindfilos e basoéfilos). Os linfocitos e

células Natural Killer (NK) tem origem na linhagem denominada linfoide (Parham, 2001).

Além de na circulacdo, os linfécitos sdo encontrados em tecidos linfoides primaérios
(medula 6ssea e no timo), onde os linfécitos se diferenciam, e em tecidos linfoides secundarios
(baco, adenoide, tonsilas, apéndice, linfonodos, placas de Peyer), onde os linfécitos maduros
estdo aptos a responder a estimulos desencadeados pela invasdo de patégenos no corpo. Embora
ambos os linfécitos T e B originem-se de precursores da medula 6ssea, os linfécitos T completam

a sua matura¢d@o no timo (Parham, 2001).

A imunidade celular ocorre através dos linfécitos T. Estes combatem principalmente
agentes patogé€nicos que vivem no interior das células, como virus, fungos e algumas bactérias
especificas que vivem no meio intracelular. Além disso, eles sdo responsdveis pela manutencao
da individualidade (rejeicdo a transplantes) e pela eliminacdo de células envelhecidas ou
transformadas. Os linfécitos sdo as tunicas células com receptores especificos para antigenos.

Embora muito semelhantes na aparéncia, os linfocitos sdo extremamente heterogéneos quanto a

39



sua funcdo. Estas células sdo distinguidas por proteinas de superficie nomeadas por agrupamento

de diferenciacdo numérico, CD (Cluster differentiation) (Janeway et al., 2007).

Receptores de linfécitos T reconhecem antigenos em associacao a moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade MHC (Major Histocompatibility Complex). Estas moléculas
transportam fragmentos proteicos, por exemplo, de virus invasores ou de moléculas mutadas de
células cancerigenas, do espaco intracelular para a superficie. As células T reconhecem este
complexo na superficie como estranho. Dentre os linfécitos T, as células T CD4+ sdo chamadas
de auxiliares (T helper) que produzem diferentes citocinas que ativam a si proprias, células T
existentes na redondeza e outras células como os linfécitos B, que produzem anticorpos. Os
linfécitos T CD8+ sdo chamados de citotoxicos ou citoliticos, isso é eles matam células que

contém patogenos no meio intracelular (Playfair e Chain, 2009).

Em infeccdes virais ocorre o uso de elementos da célula hospedeira para fins de
replicacdo viral. Neste sentido, a complexidade da ativagdao do fator nuclear kB (NF-xB) vem
sendo estuda. O NF-kB € um fator de transcri¢do eucaridtico encontrado em diferentes tipos de
células (incluindo linfécitos T) e estd presente no citoplasma na forma inativa, normalmente
como um heterodimero, composto principalmente pelas subunidades p50 e p65. Em sua forma
citossolica inativa, o NF-kB estd ligado a uma proteina inibitéria da familia de inibidores do
fator kB (IxB), normalmente IxBa. Na presenca de estimulos especificos, a proteina IxkBa €
fosforilada pelo complexo IkB quinase (IKK), o qual contém duas subunidades cataliticas (IKKa
e IKKpB) e uma subunidade regulatéria (IKKy). A liberacdo do IkBa resulta na translocac¢do do
dimero NF-kB para o nicleo onde se liga ao DNA em sitios especificos para kB (Piva et al.,
2006). O HIV-1, por exemplo, apresenta multiplos mecanismos de ativacdo do complexo 1IKK,
com a finalidade de promover a expressao de suas proteinas as custas do NF-kB da células
hospedeiras. O envelope contendo a glicoproteina gp120 pode sinalizar para o NF-kB através da
ligacdo ao receptor CD4, envolvendo respostas especificas celulares tirosina kinase p53, ou
outras moléculas sinalizadoras como Ras ou Raf, que atuam ativando a IKK. Proteinas virais
regulatérias e acessorias como a Tat, Vpr e Nef também participam na regulacdo do NF-xB.

Deste modo, tanto citocinas inflamatdrias produzidas pela célula hospedeira, quanto os produtos
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virais estimulam o NF-kB na replicacao viral e na indu¢do de apoptose da célula hospedeira

(Santoro et al., 2003).

Em células infectadas com virus, prostaglandinas ciclopentendnicas (CP-PGs) o,p-
insaturadas, que sdo eletrofilicas, bloqueiam a replicacdao de todos os virus de RNA e DNA ja
testados numa sequencia de eventos que depende, para seu efeito pleno, da sintese de HSP70.
Esta atividade antiviral estd associada com a alteracdo na sintese de proteinas virais especificas
gerando modificagdes estruturais que resultam em defeitos no processo de glicosilacdo, inibindo
a fusdo na membrana da célula hospedeira e a maturacdo viral. Como a sintese de HSP70 precede
a sintese de proteinas virais, sugere-se que a inducdo da expressio de HSP70 ndo ocorra pelo
acumulo de proteinas virais desnaturadas, como se poderia esperar na a¢do de chaperona apés a
acdo antiproliferativa das prostaglandinas. Neste sentido, relata-se a presenca de HSP70 também
na fase de sintese de proteinas virais, além de que a supressao de HSP70 resulta em supressao do
efeito antiproliferativo da prostaglandina Al sobre a inibicdo da sintese de proteinas virais,
demonstrando que a HSP70 é o mediador da resposta antiviral das prostaglandinas.
Adicionalmente, a expressao de HSP70 é diretamente proporcional a atividade antiviral das

prostaglandinas (Amici e Santoro, 1991).

A expressdo de HSP70 como mediadora da a¢do inibitéria da sintese de proteinas virais
(Amici et al., 1994) deve-se a capacidade de bloquear a ativacdo do NF-kB, um fator de
transcricao essencial para a replicagdo viral, bloqueando assim replicagdo do HIV (Santoro et al.,
2003). Esta a¢do inibitoria deve-se a capacidade da HSP70 de ligar-se ao NF-xB e das CP-PGs de
também ligarem-se ao NF-kB e as quinases envolvidas na fosforilagdao de IxkBa, (Santoro, 2000).
O equilibrio na ativac¢do deste fator de transcri¢do, entre a célula hospedeira e o virus, torna-se
extremamente relevante na medida em que € utilizado o NF-kB na producio de mecanismos de
defesa da célula contra o invasor, enquanto este por sua vez utiliza-o como mecanismo de

replicacdo (Amici et al., 1994; Santoro et al., 2003).

Como consequéncia de seu efeito bloqueador da ativacdo do NF-xB, as HSP70

intracelulares funcionam como poderosos agentes anti-inflamatérios, uma vez que praticamente
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todas as moléculas sinalizadoras e enzimas envolvidas na inflamacdo tém sua expressdao

dependente do NF-kB.

O estresse oxidativo tem participacdo tanto na indu¢do da HSP70 quanto na funcgdo
imunolégica. Em linfécitos, alteracdes moderadas nos niveis intracelulares de glutationa tem
efeitos importantes como mudancgas na sintese de DNA. A producdo de interleucinas e a
proliferacao celular de linfécitos sdo eventos extremamente sensiveis a deplecao de glutationa
(Gmunder, Roth et al., 1990). Por outro lado, individuos com niveis intermedidrios de glutationa
possuem quantidades maiores de linfécitos T CD4+, quando comparados com individuos tanto
com niveis baixos quanto com niveis altos deste antioxidante, o que sugere que o sistema
imunolégico € influenciado por um delicado equilibrio entre antioxidantes e oxidantes (Droge e

Breitkreutz, 2000).

A HSP70 tem atuagdes sobre o sistema imune de duas maneiras: atuando
intracelularmente (como visto) e extracelularmente. A HSP70 circulante pode gerar efeitos
celulares por atuar em receptores de membrana em células apresentadoras de antigenos,
receptores como TLR2 e 4 , CD40, CD91, CD14 CCRS, membros da familia de receptores e
scavengers (LOX-1 e SREC-1). No entanto, pouco se sabe a respeito de receptores para HSP70
em células T, ativadas ou ndo (Calderwood, Mambula et al., 2007; Calderwood, Theriault et al.,

2007; Multhoff, 2007).

A formacdo de exossomos contendo concentracdes aumentadas de HSP70 ocorre em
células em situacdo de choque térmico. Exossomos sdo secretados por linfécitos T e B,
macréfagos e plaquetas, sendo possivel que esta via de liberacdo seja especifica destas linhagens
celulares (Lancaster e Febbraio, 2005a; Mambula et al., 2007). A exportacio de eHSP70 por
células mononucleares ocorre rapidamente em 2 h de cultura e se mantém exportando por 24 h,
enquanto que a quantidade de HSP70 intracelular diminui. Mais especificamente, sugere-se que
os linfécitos sejam responsdveis pela liberacdo de quase 100% da exportagdo total eHSP70 de
células mononucleares, sendo que a expressdo aumentada no meio extracelular ndo estd
relacionada com dano celular, j4 que a morte celular registrada ¢ de no méximo 0,1% (Hunter-

Lavin et al., 2004). Corroborando estes dados, um estudo com linhagem especifica de linfocitos
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T humanos (Jurkat) sugere que linfécitos produzem e exportam eHSP70 em maior quantidade do

que mondcitos e macréfagos (Ireland et al., 2007).

A eHSP70 pode ativar a proliferacdo de linfécitos T CD4" e mudar seu fendtipo para
caracteristicas mais citotoxicas, pois ocorre a produ¢ao de mediadores da inflamagao, como IL-6
e IL-8. Enquanto isso, as propriedades de linfécitos T CD8* ndo sdo afetadas de maneira
importante. A ligagdo de eHSP70 em linfécitos T CD3", via receptores do tipo roll (TLR2) pode
resultar na ativacdo da resposta inata e adaptativa. A HSP70 extracelular auxilia na atividade
citotoxica especifica a antigenos de células T CD8' além de induzir a proliferacio e a
citotoxicidade de células NK (Figueiredo et al., 2008). Adicionalmente, células apresentadoras de
antigenos como os macréfagos liberam grandes quantidades de cisteina que s@o captadas por
linfécitos, aumentando os novéis intracelulares de glutationa dos mesmo, fato que demonstra a
interacdo entre estas células através de sinalizadores e substratos, o que pode estar ocorrendo
também via HSP70 (Gmunder, Eck et al., 1990). Portanto, a eHSP70 liberada na circulacdo pode
ter acdo enddcrina, pardcrina ou até mesmo autdcrina, dependendo da origem (a ser estuda) desta

proteina.

43



EXERCICIO, SISTEMA IMUNOLOGICO E HSP70

A participagdao da eHSP70 na resposta imunolégica vem sendo estudada paralelamente
aos efeitos do exercicio fisico sobre o sistema imune. No entanto, a eHSP70 circulante pode
representar um mecanismo imunomodulador induzido pelo exercicio fisico, sendo de
fundamental importancia a compreensiao da origem desta proteina, assim como o entendimento
da resposta de células imunoldgicas diante das concentragdes circulantes encontradas no plasma

em resposta ao exercicio.

Em repouso, cerca de 50% das células do sistema imunolégico encontram-se no sangue, a
outra metade esta ligada a parede dos vasos sanguineos. L.ogo apds o inicio de um exercicio
fisico, a maior parte destas células presas as paredes dos vasos se desprendem devido a ativacao
do sistema simpdtico, passando para a circulagdo. Dependendo da intensidade do exercicio, o
nimero de neutréfilos pode duplicar, quando comparado aos valores de repouso, o de linfécitos
pode quadruplicar e o de células NK pode aumentar em nove vezes. As concentragdes maximas
de leucdcitos induzidas pelo exercicio no sangue periférico durante a fase de recuperacdo apds
noventa minutos de atividade atingem 10.000 células por microlitro, podendo chegar até 60.000
ap6és uma meia-maratona. A leucocitose induzida pelo exercicio é induzida pelos niveis de
cortisol, e este, por sua vez, depende da intensidade e da duracdo do exercicio. Portanto, em
individuos treinados, onde os niveis de cortisol encontram-se mais proximos aos niveis de
repouso em exercicios moderados, o estresse ao sistema imunoldgico € mais brando (Weineck,

2005).

Na fase de recuperacdo (horas apds o término do exercicio), ocorre uma diminuicdo da
concentracdo das células NK. O mesmo € observado em linfocitos nas primeiras 4-8 horas apds
os termino da atividade. Esta reduc@o pode ser atribuida a resposta hormonal, tanto do cortisol
como de adrenalina, que induzem um processo conhecido como ‘“homing”, ou seja, a
permanéncia aumentada das células do sistema imune nos 6rgdos e linfonodos, sendo seu
patrulhamento pelo organismo diminuido tornando a defesa contra infec¢des limitado. Este

periodo de maior suscetibilidade é conhecido como “janela de oportunidade para infec¢des”, pois
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principalmente infec¢Ges nas vias aéreas superiores sdo facilitadas, correspondendo a segunda

maior causa de interrupc¢ao de treinamento de atletas de alto rendimento (Weineck, 2005).

Por outro lado, exercicios de intensidade moderada, praticados regularmente,
“aperfeicoam” os mecanismos de defesa, seja por meio de uma atividade aumentada de
macréfagos, de uma estimulagdo dos linfécitos ou mediante o desencadeamento de uma fase
aguda de reacdo. Em animais infectados por virus HSV (herpes), o exercicio moderado diminui a
morbimortalidade, efeito contrdrio ao encontrado em resposta ao exercicio intenso (Pedersen e
Toft, 2000). Portanto, embora os niveis de células T CD4+ e de outras células imunoldgicas
aumentem, tanto durante o exercicio intenso, quanto durante o moderado, a queda nas defesas
imunolégicas durante a “janela aberta”, que pode durar entre 3 a 72 horas apds o exercicio,

ocorre apenas apds o exercicio intenso (Pedersen e Nieman, 1998).

O exercicio fisico é capaz de aumentar a atividade proliferativa (Vitorino et al., 2010), a
producdo de citocinas por linfocitos T CD4+, além de poder aumentar a eficicia de vacinas em
modelos experimentais (Rogers et al., 2008). Os efeitos do exercicio fisico sobre o sistema
imunolégico sdo observados também em outras células, como os macréfagos, onde o exercicio é

capaz de estimular a fagocitose (Woods et al., 2000).

Estudos com animais submetidos a treinamento moderado e a seguir a cargas subitas de
exercicio fisico intenso € um modelo de associacdo de estresse cronico com o agudo ao sistema
imunolégico. Neste modelo € possivel verificar a adaptacdo resultante do treinamento, como
atenuacdo da diminui¢do na percentagem das subpopulagdes de linfécitos T, da reposta
mitogénica de linfécitos B do bago e das concentracdes sanguineas de IL-2 ap6s uma carga aguda
de exercicio fisico intenso. Os resultados sdo indicativos de que a imunossupressao causada pelo
exercicio fisico intenso parece diminuir em animais treinados com intensidade moderada. Os

mecanismos subjacentes a estas respostas ainda permanecem desconhecidos (Lin ef al., 1995).

Pelo exposto acima, o exercicio fisico € um importante estimulo ao organismo devido a
sua capacidade de aprimorar o sistema imunoldgico. Entretanto, apesar de este efeito ser
dependente da intensidade, conforme proposto por Nieman em 1994 (figura 2) (Nieman, 1994), e
de o exercicio fiscio consistir num meio pritico e vidvel de tratamento coadjuvante ou de
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prevencdo de muitas doencgas, ndo existem marcadores para o ponto 6timo de carga de exercicio
para que esse objetivo seja atingido. Ou seja, ndo se tem ainda um marcador imunoldgico que
possa aferir os ganhos trazidos por uma determinada carga (energia) de exercicio, isto é, pelo
produto da poténcia (em watts) pelo tempo. Neste sentido, os niveis de eHSP70 circulante e as
quantidades de HSP70 intracelulares em linfécitos apreentam-se, a0 mesmo tempo, como
possiveis imunomoduladores-chave durante o exercicio, e marcadores da carga ideal a ser

atingida durante a atividade fisica.

Nivel adequado de interacao
entre o sistemaimune e a
intensidade de exercicio |

Funcdo imunologica

Intensidade de exercicio

Figura 2. Relagdo entre o sistema imunolégico e a intensidade de exercicio (adaptado de Nieman, 1994)
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar a utilizacdo da HSP70 como marcador de intensidade de exercicio em linfécitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico no contetdo celular de HSP70
em linfocitos extraidos de linfonodos mesentéricos.

* verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico no contetdo celular de HSP70
em linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos submetidos ao choque térmico.

* verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico na exportacdo de HSP70 por
linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos.

* verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico na exportagdo de HSP70 por
linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos submetidos ao choque térmico.

* verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico na ativagdo do NF-xB em
linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos.

* verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico na ativagao do NF-xB em
linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos submetidos ao choque térmico.

* estabelecer uma relagdo entre a intensidade de exercicio e a proliferagdo celular, HSP70,
eHSP70 e ativacdo de NF-kB em linfocitos extraidos de linfonodos mesentéricos submetidos ao
choque térmico.
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MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, var. albinus) entre 3-4
meses de meses de idade, com peso corporal entre 250 e 350 g. Os animais foram mantidos em
caixa de polipropileno (33x17x40 cm), distribuidos por experimento (5 animais por caixa), sob
iluminacdo com ciclo de claro/escuro de 12 h, temperatura de 22 + 2°C. Os animais receberam
agua e racdo ad libitum. Os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras
(Goldim, 1995), as recomendagdes das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais (Hoff,
1980) e do Cdédigo Brasileiro de Experimentagdo Animal - 1988, em conformidade com o Guia
de Cuidados e Utilizacdo de Animais de Laboratorio do National Institutes of Health (NIH). Os
protocolos de exercicio fisico estardo de acordo com o Livro de Modelos Animais de Exercicio
Fisico desenvolvido pela Sociedade Americana de Fisiologia (Kregel et al., 2006) e os protocolos
experimentais foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica em Utilizagdo de Animais
da UFRGS sob o protocolo de ata n°® 135 da Reunido n°55 de 10 de setembro de 2009 do Comité

de Etica em Pesquisa desta Universidade.

Neste trabalho, os animais foram submetidos ao exercicio fisico de natacdo e
posteriormente foram mortos. O indice de severidade do protocolo de natacdo € considerado
como sendo moderado, tendo em vista o desconforto apenas no momento do protocolo de
exercicio e o fato de que os animais ndo se exercitaram a exaustdo, quando o grau de severidade
seria considerado como severo. Os animais foram mortos com uso de guilhotina, sendo
observados os cuidados éticos para minimizar riscos e sofrimentos dos animais.. Como a morte é
feita por decapitacdo para coleta do sangue total e das células e ndo h4 estagios de recuperacao
cirtirgica envolvidos no protocolo, pode-se considerar como um protocolo cujo final apresenta

indice de severidade classificado como sem recuperagao.
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O calculo do tamanho da amostra foi realizado para utilizagdo do menor nimero possivel
de animais em cada experimento. O tamanho da amostra foi calculado para detectar a menor
diferenca esperada entre os grupos (de acordo com a literatura 20+10 ng/ mL (Febbraio et al.,
2002a), para a principal varidvel dependente do estudo (exportagao de HSP70). Foi utilizado para
o calculo um poder estatistico de 80% para um nivel de significancia de 0,05%. Nos
experimentos com cultivo de células, o nimero de animais foi determinado de acordo com
referéncia especializada (Peres & Curi, 2005). Com estes referenciais, foram designados 6
animais por grupo (em 5 grupos de acordo com a intesidade de exercicio) para andlise da
principal varidvel em estudo, a exportacdo de HSP70.

Apds a obtencdo dos tecidos destinados para dosagem das varidveis dependentes, as
carcacas dos animais foram armazenadas a em sacos pldsticos identificados com simbolo de risco
bioldgico e levados ao freezer (- 20°C) no préprio Laboratério de Fisiologia Celular, onde ha um
cronograma semanal de encaminhamento deste material bioldgico ao biotério Central do Campus
Centro da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CREAL). No biotério Central, as carcacas
permanecem até a coleta seletiva realizada pela empresa Aborgama que conduz os residuos

autoclavados ao Servigo Municipal de Limpeza Urbana.
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RESUMO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos ao exercicio fisico em 4 intensidades diferentes ou a

condi¢do controle (repouso) por 20 minutos e imediatamente mortos para a retirada dos

linfonodos mesentéricos. Os linfécitos obtidos desses linfonodos foram submetidos ao choque

térmico (42°C) em banho-maria por 2 h ou a condicao controle (37°C), também em banho-maria

por igual periodo de tempo, e posteriormente cultivados por mais 6h. Imediatamente apds o

exercicio (Tzero), apés o banho—maria (Tpds banho-maria) e apés 6 h de cultura (T6h) foram

retiradas aliquotas para avaliacdo do conteudo celular de HSP70, da expressio de mRNA de

HSP70, da exportacio de HSP70, da ativacdo do NF-xB e proliferacio celular além de

imunocitoquimica para HSP70 e NF-xB (Figura 2).

\

Experimento (20 min):
Repouso ou 4 intensidades de
exercicio

Extracao de linfécitosde
linfonodos mesentéricos

e a=

Tzero:
Imediatamente apos o exercicio

Tpés banho-maria:
Apos choque térmico 42°C ou
Controle 37°C

-

1 Teh:

apos
6h de cultura

4 )

PARAMETROS AVALIADOS EM
LINFOCITOS:

Conteudo celular de HSP70
Expressao mRNA de HSP70
Exporta¢do de HSP70
Ativacao do NF-kB
Imunocitoquimica para HSP70 e
NF-kB
Proliferacao celular

- )

Figura 3. Fluxograma resumindo as etapas experimentais deste estudo
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PROTOCOLO DE EXERCICIO FISICO

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo a natagc@o por trés consecutivos
dias entre as 8 e 11 horas da manha. A adaptacdo consiste em manter os animais nadando sem
carga por 8 minutos em tanque de natacdo de vidro (45x45x56cm) com capacidade para que
quatro animais nadem simultaneamente e individualmente (20x20x56cm para cada animal) nestes
espacos preenchidos com 45cm de dgua a 30+£1°C. Este procedimento tem como objetivo iniciar
o contato dos animais com a dgua previamente para reduzir a ocorréncia de comportamentos de
natacdo relacionados com estresse durante o experimento. Este tipo de adaptacdo € suficiente
para minimizar o efeito do estresse nos animais além de ndo promover adaptacdes fisicas
relacionadas ao treinamento fisico, indesejaveis neste periodo de adaptacdao. Apds os trés dias de
adaptacdo, os animais foram mantidos em suas caixas sem nenhuma manipulagdo pelos

pesquisadores por 24 horas.

Apds o periodo de adaptacdo, os animais (n=30) foram divididos em 5 grupos: por
experimento (realizado entre as 8 e as 11 horas da manhd), 4 animais realizaram exercicio
(20 min de natagao em 4gua a 30+£1°C) em diferentes intensidades graduadas por meio de adi¢do
de sobrepeso na cauda (chumbos de pesca presos com fita adesiva) relativo ao peso corporal (2,
4, 6 e 8% do peso corporal) perfazendo entdo os grupos G2, G4, G6 e G8 respectivamente. No
mesmo experimento, um rato foi mantido em repouso (RE) pelos mesmos 20 min em 4gua rasa
na mesma temperatura (3 a 5 cm de profundidade). Deste modo, em cada experimento havia um
grupo controle, que permaneceu em repouso (RE), e 4 diferentes grupos de acordo com a
intensidade de exercicio proporcionada pela sobrecarga, G2, G4, G6 e G8. O tempo de duragdo
do exercicio neste estudo teve como fator determinanet a capacidade dos animais realizarem
exercicio com 8% de carga, os quais nao suportam com esta carga, mais do que 20 minutos de
natacdo. A intensidade do exercicio realizado e a condicdo de repouso foram confirmadas através
da mensuracdo da concentracdo de lactato sanguineo (antes e apds o exercicio; Fig. 5). Os
animais foram mortos imediatamente apds o exercicio com uso de guilhotina para coleta do

sangue tendo sido retirados os linfonodos mesentéricos a seguir. Foram retirados ainda, os
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musculos séleo e gastrocnémio para dosagem de glicogénio como uma medida adicional para

confirmacdo das intensidades do protocolo de exercicio.

DOSAGEM DE LACTATO

A intensidade do exercicio realizado e a condicdo de repouso foram confirmadas através
da mensuragdo da concentracdo de lactato sanguineo (antes e apds o exercicio), procedido por
meio de puncdo caudal (~25 pL) analisado em lactimetro (Accutrend® Lactate, Roche) sendo o

resultado expresso em mMol/L de sangue.

MEDIDA DA TEMPERATURA DOS ANIMAIS

Um grupo adicional de animais (n=4 por grupo, totalizando 20 animais), ndo foi morto
apo6s a realizacdo do exercicio para o acompanhamento da temperatura retal desde o momento
antes do exercicio, até 60 minutos apds a execucdo do mesmo, sendo verificada a temperatura dos
animais a cada 20 min com termOmetro retal para pequenos animais. A sonda retal foi
introduzida 7 mm ap6s o anus durante as medidas. A temperatura da 4dgua foi medida com
termOmetro de mercurio padrao de laboratério sendo que nao houve, em nenhum experimento,

perda de temperatura da dgua superior a 1°C.
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DOSAGEM DE GLICOGENIO MUSCULAR

Foram extraidos os musculos gastrocnémios dos animais, sendo retirados cerca de 200 mg
de amostras, colocadas em tubos de ensaio de parede grossa contendo KOH 30% (m/v). Os tubos
foram fechados e colocados em banho fervente (100°C) até dissolver o tecido. As amostras foram
ressuspensas em etanol 70% e colocadas em gelo para precipitagdo das moléculas de glicogénio.
Em seguida, foram centrifugadas e os sobrenadantes descartados. Foi preparada uma curva
padrao a partir da solucdo estoque de glicogénio 1 mg/ mL diluida em dgua milliQ. As amostras e
a curva foram ressuspensas em 4cido cloridrico e aquecidas em banho fervente (100°C) para que
ocorresse a hidrélise das moléculas de glicogénio. Em seguida as amostras foram neutralizadas
com carbonato de sédio 2 M para dosagem por kit de glicose a partir da formacgao de per6xido de
hidrogénio e 4cido gliconico por acdo da glicose oxidase. A placa foi incubada por 10 min a
37°C, a leitura da absorbancia ocorreu a 490 nm em leitora de microplacas de ELISA (Bio-Rad,
modelo Becnhmark) e os resultados de concentragdo de glicogénio muscular foram expressos em
mg/g de tecido fresco de tecido, devidamente corrigidos para a relacdo peso fresco/peso seco

antes e apds os protocolos de exercicio.
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PREPARACAO CELULAR DE LINFOCITOS DE LINFONODOS MESENTERICOS DE
RATOS

Para a realiza¢do dos experimentos com linfécitos de linfonodo mesentérico, cada animal
foi morto, mergulhado em copo de béquer contendo dlcool 70% e levados para a sala de cultura
para a retirada cirurgica dos linfonodos mesentéricos. Cada animal foi posicionado em decubito
dorsal e foi realizada incisao abdominal longitudinal mediana de aproximadamente 5 cm, a partir
do processus xiphoideus com uso de tesoura previamente autoclavada. Com uso de duas pincas
foram identificados os linfonodos mesentéricos, retirados e imediatamente colocados em PBS
autoclavado. Na camera de fluxo laminar foi retirada com cuidado a gordura circundante dos
linfonodos mesentéricos sob papel filtro. A seguir os linfécitos foram separados do tecido
linfoide por esmagamento (em obtentor gradeado de tecidos) (Homem De Bittencourt et al.,
1993), filtrados em filtros Whatman (catilogo n° 2105 841, 100x150mm, previamente
autoclavados juntos com funil de vidro) e centrifugados a 370g por 10 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado foi resuspenso em 28 mL de meio RPMI 1640 contendo 10% de
soro fetal bovino (v/v) suplementado com 2 mM de glutamina e antibiético (estreptomicina, a
100 pg/ mL e penicilina a 100 U/ mL), gerando uma concentracdo aproximada de 10 células/

mL, visto que de cada animal era obtido cerca de 2,8 x10% linfécitos dos linfonodos mesentéricos.

Esta preparagdo garante uma suspensdo altamente pura em linfécitos (mais de 99,5%)
conforme avaliado previamente por exame de preparagdes histologicas coradas pela técnica de
hematoxilina/eosina (Homem De Bittencourt et al., 1993). A determinacdo da viabilidade celular
foi feita pelo método de exclusdao do azul de Tripan nos diferentes momentos experimentais de

cultura de células.
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CULTURA DE LINFOCITOS E TRATAMENTO COM CHOQUE TERMICO

Linfécitos retirados de linfonodos mesentéricos (~2,8xlO8 células) foram isolados de cada
animal e resuspenso em 30 mL para serem plaqueados e submetidos a dois diferentes tratamentos
por 2 horas: banho-maria a 37°C (controle) ou 42°C (choque térmico). Portanto, da preparagcdao

celular de cada animal eram reservadas aliquotas para:
a) Avaliacdo Tempo Zero;
* 2 mL para avalia¢do da expressao de HSP70
* 1 mL para avaliacdo da ativacdo do NF-xB
* 100ul para avaliacdo do mRNA da HSP70.
* 400ul para avaliacdo da proliferagcao celular

* 1 mL para avalia¢do por imunocitoquimica

Para Avaliagdao da Resposta ao choque térmico:

* 4 mL resuspensos em placas de 6 pocos (2 mL controle e 2 mL para choque térmico,

por pogo) para avaliacdo da expressado e exportagao de HSP70

* 200 pL retirados das placas de 6 pocos imediatamente apds as 2 horas de banho Maria
(100 uL. do controle e 100ul da suspensdo de células submetidas ao choque térmico) para

avaliacdo do mRNA da HSP70 (Tp6s banho-maria).

* 200 uL retirados das placas de 6 pogos ap0ds as 6 horas de cultura das células que foram
submetidas ao banho-maria por 2 horas (100 uL. do controle e 100 uL da suspensao de células

submetidas ao choque térmico) para avaliagdo do mRNA da HSP70 (T6h).
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* 2 mL resuspenso em placas de 24 pocos para avaliagdo da ativacdo do NF-«xB
imediatamente ap6s as 2 horas de banho Maria (1 mL do controle e 1 mL da suspensdo de células

submetidas ao choque térmico) (Tpds banho-maria).

* 2 mL resuspenso em placas de 24 pogos para avaliacdo da ativagdo do NF-xB apés as 6
horas de cultura das células que foram submetidas ao banho Maria por 2 horas (1 mL do controle

e 1 mL da suspensdo de células submetidas ao choque térmico) (T6h).

* 800 pL para avaliacao da proliferacdo celular apds as 6 horas de cultura das células que
foram submetidas ao banho Maria por 2 horas (400 uL do controle e 400ul da suspensdo de

células submetidas ao choque térmico) (T6h).

* 9 mL resuspensos em 9 pocos em placa de 24 pogos para avaliagdo da cinética da

expressao de HSP70.

* 2 mL para avaliagcdo imunocitoquimica imediatamente apds as 2 horas de banho Maria
(1 mL do controle e 1 mL da suspensao de células submetidas ao choque térmico) (Tpds banho-

maria).

* 2 mL para avaliacdo da Imunocitoquimica (1 mL do controle e 1 mL da suspensdo de
células submetidas ao choque térmico) retirados apds as 6 horas de cultura das células que foram

submetidas ao banho Maria por 2 horas (T6h)

O restante da suspensao de células foi reservado para contagem de células e verificacdo da

viabilidade celular.
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CULTURA DE LINFOCITOS PARA AVALIACAO DA EXPRESSAO, EXPORTACAO E DO
mRNA DE HSP70 EM RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

Da suspensdo de células de cada animal foram aliquotados 2 mL para avaliacdo da
expressao da proteina HSP70 e 100 pL para avaliagio do mRNA de HSP70 considerado Tempo
zero, pois neste ponto as células ainda ndo foram submetidas nem ao choque térmico nem a
cultura celular em estufa. Portanto, 100 uL (~10° linfécitos) foi separado para avaliacdo do
mRNA da HSP70 por RT-PCR em tempo real. A aliquota de 2 mL de suspensdo de células foi
centrifugada a 370 x g por 10 minutos e o precipitado celular foi lisado em sonicador por 30
segundos (0,5 pulsos/segundo a 75% da poténcia (Hielscher Instrument) em 100 uL de solucio
SDS 0,1% (w/v) contendo inibidores de protease (2 png/ mL leupeptina e PMSF 100 uM;
concentracdes finais). Os homogeneizados foram congelados em freezer -80°C, constituindo

portanto as amostras para avaliagcdo no Tzero.

Outros 4 mL foram divididos em duas diferentes placas de 6 pocos; uma submetida por
duas horas ao banho-maria a 37°C (controle) e outra submetida ao choque térmico (banho-maria
a 42°C por duas horas). Apds este tratamento (controle ou choque térmico) uma aliquota de 100
uL (10° linfécitos) foi separado Tpés banho (100 uL choque térmico e 100 uL controle 37°C)
para avaliacao do mRNA da HSP70 por RT-PCR em tempo real, enquanto que o restante foi
mantido nas placas, levadas a estufa de CO, e mantidas em cultura por mais 6 horas. Apds esta
cultura celular uma aliquota de 100 pL (10° linfécitos) de cada placa foi separada para avaliacao
do tempo 6 horas do mRNA da HSP70 por RT-PCR em tempo real enquanto que o restante foi
centrifugado a 370g por 10 minutos e o precipitado celular foi lisado em sonicador por 30
segundos (0,5 pulsos/segundo a 75% da potencia (Hielscher Instrument) em 100 pL de solucao
SDS 0,1% (w/v) contendo inibidores de protease (2 pug/ mL leupeptina e PMSF 100 uM) e
congelado em freezer -80°C. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 15.000g por 1 minuto
para evitar contaminacio de amostra por presenca de células na aliquota de meio de cultura que
foi usada para avaliacdo da exportacdo de HSP70. Foi adicionado 1 pL de cada inibidor de
protease (PMSF, Aprotinina, Leupeptina) a cada aliquota de meio de cultura antes do
congelamento em freezer -80°C. Constituindo portanto as amostras para avaliacao no T6h.
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CULTURA DE LINFOCITOS PARA AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR EM
RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

Da suspensdo de células de cada animal foram aliquotados 400 uL e para avaliacdo da
proliferacdo celular considerado Tempo zero, pois ainda ndo foi submetida nem ao choque
térmico nem a cultura celular em estufa. Estes 400 uL foram divididos em 4 pocos contendo 100
uL da suspensdo celular (aproximadamente 10° por poco) em uma mesma placa de 24 pocos,
sendo completado o volume em cada pogo até 450 uL com meio de cultura RPMI 1640 contendo
10% de soro fetal bovino (v/v) suplementado com 2mM de glutamina e antibidtico
(estreptomicina a 100 pg/ mL e penicilina a 100 U/ mL). Dois pogos receberam 25 puLL da solugdo
de Concanavalina A (5 pg/ mL finais) em para ativacao da atividade proliferativa enquanto dois
pocos receberam 25 puL de meio RPMI1640 contendo os demais aditivos usuais de cultura
celular. As células foram mantidas em cultura por 18 horas e entdo foi adicionado 25uL da
solucdo de Timidina [2-"C] (0,45 uCi/pogo) e cultivadas por mais 24 horas para entdo serem
processadas para avaliacdo da proliferacao celular. Deste modo, foi realizada a avaliagdo da

proliferacao celular no Tzero.

Outros 800 pL foram divididos em duas diferentes placas de 24 pogos; uma submetida
por duas horas ao banho-maria a 37°C (controle) e outra submetida ao choque térmico (banho-
maria a 42°C por duas horas). Apds este tratamento (controle ou choque térmico) as placas foram
levadas a estufa de CO, e mantidas em cultura por mais 6 horas. Dois pogos de cada placa
receberam 25 uL da solucdo de Concanavalina A (ConA) em para ativagdo da atividade
proliferativa enquanto dois pocos receberam 25 ul. de meio RPMI1640 contendo os demais
aditivos usuais de cultura celular. As células foram mantidas em cultura por 18 horas e entdo foi
adicionado 25 uL da solucdo de Timidina [2-'*C] (0,45 uCi/poco), e cultivadas por mais 24 horas
para entdo serem processadas para avaliacao da proliferacao celular. Deste modo, foi realizada a
avaliacdo da proliferacdo celular no T6h. ap6s o periodo de cultura celular, os linfécitos foram
lavados com PBS (centrifugados 3 vezes, 15.000g x 10s), lisados com d4cido tricloroacético 5% e
200l do sobrenadante foi aliquotado para medida de capitacdo celular de Timidina [2-"*C] (GE

HealthCare). O precipitado foi filtrado (filtro de 0.22um, Millipore) em sistema manifold de 12
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posicdes (Millipore). O filtro contendo o DNA precipitado foi usado para medida de Timidina
[2-"*C] incorporada ao DNA. Contagem de radioatividade foi mensurada em desintegragdes por
minuto (dpm) nas amostras ressuspensas em liquido de cintilacdo (83% Tolueno, 17% Triton X-
100, contendo 0,1g POPOP e 5g de PPO) e a radioatividade foi quantificada em contador
especifico (Liquid Scintillation Analyzer, Tri-Carb 2810TR, PerkinElmer), com auxilio do
software QuantaSmart. Os resultados foram expressos em pmol de Timidina [2-"C] incorporada

ao DNA por 10°celulas, considerando a radioatividade especifica usada em cada experimento.
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CULTURA DE LINFOCITOS PARA AVALIACAO DA CINETICA DA EXPRESSAO DE
HSP70 EM RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

Da suspensdo de células de cada animal foram aliquotados 9 mL para avaliacio da
cinética da expressio de HSP70. Sendo uma aliquota de 1 mL (10’ células) separada
imediatamente apds a obteng¢do dos linfocitos do linfonodo mesentérico, considerada Tempo
Zero. Os 8 mL restantes foram separados em 2 placas de 24 pocos (4 mL por placa sendo 1 mL
por poc¢o): uma placa submetida a banho-maria 37°C por duas horas (controle) e outra submetida
ao choque térmico (banho-maria a 42°C por duas horas). Aliquotas de cada placa foram retiradas
nos tempos imediatamente apds o banho-maria (Tpds banho-maria), 2, 4 e 6 horas ap6s o banho.
Cada aliquota foi centrifugada a 370g por 10 minutos e o precipitado celular foi lisado em
sonicador por 30 segundos (0,5 pulsos/segundo a 75% da poténcia (Hielscher Instrument) em 50
puL de solucao SDS 0,1% (w/v) contendo inibidores de protease (2 pug/ mL leupeptina e PMSF

100 uM). Os homogeneizados foram congelados em freezer -80°C.
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PROTOCOLO DE WESTERN BLOT

O contetdo celular de HSP70 foi verificado por meio da separacdo por eletroforese
desnaturante de quantidades idénticas de proteinas carregadas em gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). De cada homogeneizado celular foi realizado a dosagem de
proteina pelo método de Bradford (Bradford, 1976), homogeneizadas novamente (a uma razao
minima de 1:1) com tampao para eletroforese (50 mM Tris pH 6,8, SDS 10% (w/v), glicerol 10%
(v/v), 2-mercaptoetanol 10% (v/v) e 2 mg/ mL azul de bromofenol) e fervidas por Sminutos para
desnaturacdo completa das proteinas. Quantidades iguais de proteina (~40ug por pogo) foram
aplicadas no gel, para separagdo durante 4 h utilizando corrente elétrica constante a 15 mA por
gel. Foi utilizado o sistema vertical Slab Gel BIO-RAD Mini-Protean TetraCell (BIO-RAD
Laboratories, Richmond, CA, USA) preenchido com tampao contendo Tris a 25 mM e SDS a 1%
(m/v), pH 8,3. Foi usado gel de entrada (empilhamento) a 4% e gel de separacdo a 10% (em
termos de mondmeros de acrilamida). Foi usado como marcador de peso molecular 5 uL de
mistura de proteinas recombinates pré-coloridas (RPNS8OOE, GE Health Care) por gel. A escolha
por este padrdo de peso molecular deve-se a presenca de marcacdo em 76 kDa (préximo a
proteina de interesse, HSP70, com ~70kDa) além da marcacdo em 43kDa (peso aproximado ao

da proteina actina, utilizado como normalizador).

Depois da separagdo pela corrida em gel de poliacrilamida, a por¢cao referente ao gel de
entrada foi descartada e a porcao referente ao gel de separacdo foi submetida a eletrotranferéncia.
Neste procedimento foi utilizado o sistema refrigerado BIO-RAD Blot Cell a 100V constantes
por 2 h para promover a transferéncias das proteinas e padrdes coloridos do gel para uma
membrana de nitrocelulose (GE Health Care-Amersham). A confirma¢do do sucesso dos
procedimentos descritos acima foi confirmada pela coloracdo da membrana de nitrocelulose com
Vermelho Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sédio 0,3%, Sigma, em solu¢do de &cido
tricloroacético a 3%). Apds este procedimento, as membranas foram descoradas com solugdo

TEN (Tris-EDTA-NaCl a respectivamente 50, 5 e 150 mM)-Tween 0,1% (v/v).
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Os procedimento de imunoblotting (Western blots) foram realizados em aparelho
especifico com uso de sistema de vacuo (SNAP i.d., MilliPore), otimizando o tempo de reacao
dos anticorpos sendo: Incubagdo instantanea a vicuo com tampao de bloqueio (leite em pd
desnatado a 0,5% em TEN-Tween 0,1%); incubagao por 10 minutos com anticorpo monoclonal
anti HSP70 em uma (Sigma H5147, produzido em camundongo, Anti-HSP70 que reconhece
tanto a forma induzivel de 72-kDa quanto a forma constitutiva de 73-kDa) diluido 1:1000 em
TEN-Tween 0,1%); Trés lavagens instantdneas a viacuo com 15 mL TEN-Tween 0,1%;
Incubac¢do por 10 minutos com segundo anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma
A9044, Anti-IgG (molécula inteira) de camundongo, a uma dilui¢do de 1:10000 em TEN-Tween

0,1%); Trés lavagens instantaneas a vacuo com 15 mL. TEN-Tween 0,1%.

A imunodeteccao foi realizada por quimiluminescéncia com uso de Luminol, dcido p-
coumdrico e H,O, , sendo a quimiluminescéncia fotodocumentada (60 fotos, 1foto/10seg) em

sistema automatico e motorizado ImageQuant 350 (GE Health Care).

A andlise do contetido celular de B-Actina foi usado como normalizador, utilizando os
mesmos métodos e instrumentos para a incuba¢do com anticorpo anti f-actina contendo

peroxidase (Sigma A3854, 1:000).

As imagens foram quantificadas com uso do ImageQuant 350, sendo os resultados
expressos em unidades arbitrarias da razdo HSP70/B-actina. Apds este procedimento os
resultados foram expressos em relacdo ao grupo controle (RE) quando a comparagdo foi feita

entre os grupos, ou em relacdo ao Tzero, quando a avaliagdo foi feita em func¢do do tempo.

62



EXPRESSAO DOS GENES DE HSP70 POR RT-PCR EM TEMPO REAL

Foram usados para sintese de cDNA a partir de amostras de 10° linfécitos os kits
QuickPrep micro mRNA Purification Kit (GE Healthcare, 27-9255-01) e First-strand cDNA
Synthesis Kit (GE Healthcare, 27-9261-01). A amplificacdo ocorreu em PCR em tempo real
(qPCR), usando protocolo recomendado pelo kit Brilliant I SYBR Green QPCR Master Mix,
usando aquecimento inicial de10 a 95 °C e 40 ciclos de amplificac¢do (95 °C, 30 segundos; 60°C,
1 mininuto) em termociclador MX3005P (Stratagene). Foram usadas as sequéncias iniciadoras
(primers) para a forma induzivel de HSP70 de rato (HSP72, Hspala gene NM_031971.1) (F:
GCTGCGGATCATCAACG; R: AGATGAGCACGTTGCGC) e para a forma constitutiva da
HSP70 de rato (HSP73, Hspa8 gene NM_024351.2) (F: GATTTGCTGCTCTTGGATGTC; R:
GCTTGATGAGGACAGTCATGAC) com 86 e 79bp respectivamente.

Os dados foram normalizados pelo uso do primers para B-actina (NM_031144) e
GAPDH (NM_017008) com 0s seguintes primers: B-actina (F:
GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG; R: GATGCCACAGGATTCCATACCC, 175bp product
size) e GAPDH (Forward: AGTGCCAGCCTCGTCTCATAG; R:
TGACTGTGCCGTTGAACTTGC, 201bp). Os resultados foram analisados no sofware MX
3005P (Stratagene) e expressos em relacdo ao grupo RE. Alternativamente, os produtos da reacao
do PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio.
Foi usado o padrao de peso molecular DNAMolecular Weight Marker ($X-174-RF DNA Hae III
Digest, GE Healthcare).
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MEDIDA DA EXPORTACAO DE HSP70

Os meios de cultura coletados (2 mL) nos experimentos no grupo T6h foram novamente
centrifugados a 15.000 x g por 1 min para evitar contaminacdo de amostra por presenca de
células na aliquota de meio de cultura que foi usada para avaliacdo da exportacio de HSP70 em
T6H. Foi adicionado 1 pL de cada inibidor de protease (PMSF, Aprotinina, Leupeptina) a cada
aliquota de meio de cultura antes do congelamento em freezer -80°C. As concentragdes de
HSP70 nos meios de cultura foram determinadas com o uso de Kit especifico ultrassensivel
(HSP70 ELISA Kit, ENZO Life Sciences/Stressgen Biotechnologies, EKS-715) e o resultado foi
normalizado pela quantidade de células em cada pogo e pelo periodo de incubacdo, sendo

expresso em ng/h/10® células.
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EXTRACAO DE NUCLEOS CELULARES E DETERMINACAO DA ATIVACAO
TRANSCRICIONAL DO NF-kB

Foram aliquotadas em todos os grupos 1 mL com aproximadamente 10’ células nos
Tzero, Tp6s banho-maria (2 h) e T6h, e centrifugadas a 4°C, 300 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e precipitado foi ressuspenso em tampao PBS contendo inibidores de
proteases (leupeptina, PMSF, aprotinina e TLCK nas concentragdes indicadas anteriormente) e
fosfatases (B-glicerofosfato e ortovanadato de sédio a 1 mM cada). As células foram novamente
centrifugadas a 4°C, 300 x g por 5 min. O sobrenadante foi ressuspenso em 500 pL de tampao
hipotdnico e incubado no gelo por 15 minutos. Foi adicionado 100 uL de Nonidet P-40 10% e
novamente centrifugadas a 4°C, 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante contendo a fracao
citossolica foi descartado e o precipitado nuclear foi ressuspenso em 50 uL. de tampao de
extracdo nuclear contendo inibidores de fosfatase e protease. As células foram agitadas em
Vortex por 15 segundos e incubadas em gelo por 15 minutos. Foi repetida esta ultima operacao.
Por fim, as amostras foram centrifugadas 14.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante,
contendo a fragdo nuclear homogeneizada, foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido,

para ser armazenado em freezer -80°C.

No momento da andlise da ativagdo do NF-xB, as amostras foram descongeladas e a
concentracdo de proteina nos extratos nucleares foi verificada pelo método de Bradford
modificado. Para evitar interferéncia do proprio tampdo de extracdo nuclear na dosagem de
proteina, um curva de albumina foi preparada em tampao de extracdo nuclear. Deste modo,
quantidades iguais de extratos nucleares foram aplicados em microplaca de kit especifico para
verificacdo da ativacdo da subunidade p65 do NF-kB (NF-xB - human p50 e P65 Combo -

Transcription Factor Assay Kit, Cayman).

Este kit € um método ndo radioativo, sensivel e especifico para detec¢do da atividade de
ligacdo de fatores de transcri¢cdo de extratos nucleares ao DNA, substituindo o método mais
utilizado de verificag¢do de alteracdo na mobilidade eletroforética (EMSA). O kit consiste em fita

dupla de DNA contendo a sequéncia do elemento de resposta ao NF-kB em cada poco da placa
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de 96 pocos. O NF-kB existente no extrato celular liga-se especificamente a essa regido. Foi
utilizado o anticorpo primdrio anti-p65 e um secunddrio contendo peroxidase para produzir a

reacdo colorimétrica possivel de ser quantificavel espectrofotometricamente a 450nm.

Reagentes:

*PBS (10X): 0,038 M NaH,PO., 0,162M Na, HPOy,, 1,5 M NaCl, pH 7,5

* PBS (1x): 100 mL da solugdo estoque (PBS10x) em 900 mL de dgua destilada.
* Inibidor de Fosfatase (50X): 0,05 M de Na3;OV4armazenado em freezer -80°C.

* PBS contendo inibidores de fosfatase: 200ul da solucdo de inibidores de fosfatase para cada 10
mL de PBS1X.

* Coquetel de extracao nuclear: 0,2nM Leupeptina, ImM de PMSF, 0,008mM de Aprotinina em
DMSO, armazenado em freezer -80°C.

* Tampao hipotonico 10X: 100mM HEPES, pH7,5, 40mM NaF, 100uM Na,MoO, , ImM de
EDTA. Armazenado a 4°C.

* Tampao hipotonico 1X: 100ul do tampao hipotonico 10X, 20ul de inibidores de fosfatase 50X,
10ul de inibidores de protease 100X, 870ul de dgua destilada.

* Nonidet P-40 10%: 10% (v/v) em 4gua destilada.

* tampao de extracdo nuclear 2X: 20mM HEPES, pH7,9, 0,2mM EDTA, 3mM MgCl,, 840mM
NaCl e 20% glicerol (v/v). armazenado a 4°C.

* Tampao de extracdo nuclear: 50ul do tampao nuclear 2X, 1ul de inibidores de protease 100X,
2uL de inibidores de fosfatase 50X, 10uL DTT, 37ul de dgua destilada.
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IMUNOMICROSCOPIA ELETRONICA E DE LUZ COM HRP-DAB E IMUNO-
HISTOQUIMICA DE FLUORESCENCIA PARA LINFOCITOS EM SUSPENSAO

Foram aliquotados 1 mL (~10’ linfécitos) nos tempos Tzero, Tpés banho-maria e T6h, e

fixados em paraformaldeido 4% e separados em trés aliquotas:

1) 1/3 para coloragdo com anticorpo (anti-hsp70-FITC, fluorescéncia direta) na superficie

sem usar detergentes;

2) 1/3 para coloragdo com anticorpo primdrio anti-hsp70 e secundario marcado com HRP
(visualizagdo 6ptica e por ME); neste caso, metade desta aliquota foi tratado com B-MCD
(2,5 mM) que destréi as balsas lipidicas onde residem os exossomos; a outra metade serviu de

controle positivo (sem detergente).

3) 1/3 permeabilizadas com triton para imuno-histoquimica com dupla marcacdo (NF-xB

e HSP70) e revelagdo com anticorpos secunddrios fluorescentes.
Protocolos:

1) Marcacdo somente de membrana com anticorpo fluorescente: Foi Coletado 1/3 do
pellet de linfécitos e reexposto os antigenos tratando as células com 500 puLL de tampao citrato
0,1 M pH 6,0 durante 5 min em banho-maria fervente imediatamente antes da realizacdo das

marcagdes com anticorpos.

e As células foram centrifugadas e lavadas com PBS, precipitadas, ressuspensas com

50 uL de tampdo de bloqueio e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.

e As células foram centrifugadas com cuidado e ressuspensas em 50 UL de solugdo do
anticorpo primdrio (FITC, Enzo, hsp72-especifico, 1:100 = 1uL/100 pL finais) dissolvido

em tampao de bloqueio e incubado por 1 hora a temperatura ambiente.

e As células foram centrifugadas com cuidado e recuperados os anticorpos para poderem
ser reutilizados.
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e O precipitado de células foi lavado 1 vez com PBS e ressuspenso em 20 uL. de PBS.

e 10 pL da preparacdo de células marcadas foi examinado diretamente no microscopio de

fluorescéncia (FITC, filtro 3: Exc a 495; Emissdo 518 nm)

2) Marcacao somente de membrana com anticorpo primdrio e anticorpo secundario-HRP
revelado com diaminobenzidona (DAB) na presenca de peréxido de hidrogénio: foi coletado 1/3
do precipitado de linfécitos e reexpostos os antigenos tratando as células com 500 pL. de tampao
citrato 0,1 M pH 6,0 durante 5 min em banho-maria fervente imediatamente antes da realizacao

das marcag¢des com anticorpos.

e As células foram centrifugadas e lavadas com PBS, ressuspensas em 100 pL. de PBS e
separadas em duas aliquotas: uma recebeu 50 uLL de tampao de bloqueio apenas e outra
recebeu 50 UL de PB-metilciclodextrina (B-MCD) 2,5 mM (3,3 mg B-MCD/ mL em

tampao de bloqueio).

e As células foram incubadas com o detergente (B-MCD, permeabilizante de cavéolas) por
30 min a 37°C. As células tratadas com tampdo de bloqueio ficaram a temperatura

ambiente pelo mesmo periodo.

® Apds a incubagdo com detergente (ou PBS nos controles), as células foram precipitadas e
ressuspensas com 50 uL do anticorpo primdrio anti-hsp72/73 (H5147 sigma, mouse anti-
HSP70, 1:100, 1 uL/100 uL. finais) em tampao de bloqueio. Incubadas por 1 hora a

temperatura ambiente com leve agitacdo (agitador orbital).

e As células foram centrifugadas com cuidado e coletar os anticorpos para serem

reutilizados e lavadas 1 vez com PBS.

e As células foram incubadas com 50 UL do segundo anticorpo marcado com peroxidase
(HRP) a 1:100 (A9044, SIGMA) em tampdo de bloqueio por 1 hora a temperatura

ambiente com leve agitacao em agitador orbital.
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As células foram centrifugar cuidadosamente, foi coletado o anticorpo.

N

As células foram incubadas com solucio de DAB 0,05% em PBS por 15 min a

temperatura ambiente, centrifugadas e lavadas 3 vezes com PBS.

As células oram resuspensas em 20 uL. de PBS e um aliquota de 10 uL foi usada para

visualiza¢@o ao microscopio Optico.

Tendo em vista que o precipitado de DAB oxidado pelo peréxido de hidrogénio é
extremamente osmiofilico, parte das amostras foi reservada para microscopia eletronica,
apo6s tratamento com glutaraldeido e tetréxido de ésmio, para visualizacdo da disposicao

dos exossomos em cada grupo experimental.

3) Dupla marcacdo intracelular com anticorpos primdrios e anticorpos secundarios

fluorescentes: foi coletado 1/3 do precipitado de linfécitos e reexpostos os antigenos tratando as

células com 500 pl de tampao citrato 0,1 m ph 6,0 durante 5 min em banho-maria fervente

imediatamente antes da realiza¢do das marcagdes com anticorpos.

as células foram centrifugadas e lavadas com PBS, ressuspensas em 50 ul de PBS-T e
incubadas por 30 minutos para bloquear os sitios inespecificos e permeabilizé-las para a

entrada dos anticorpos.

Apés a permeabilizacdo, as células foram incubadas com uma mistura (SOuUL dos
anticorpos primdrios anti-hsp72/73 (H5147, Sigma) e anti-NF-xB (rabbit anti-p50 do
NF-xB kit ELISA) em PBS-T por 1hora em agitador orbital.

Apds a incubagdo com os primeiros-anticorpos, as células foram centrifugadas com
cuidado e coletados os anticorpos para serem reutilizados. As células foram lavadas em

PBS.

As células foram ressuspensas em 50 uL. da MISTURA de segundos-anticorpos (rabbit
anti-mouse-FITC, F9137 da Sigma e goat anti-rabbit-biotinilado, B8895 da Sigma) em
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PBS-T. As células foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com leve agitacdao

(agitador orbital).

As células foram centrifugadas, lavadas com PBS e coletados os anticorpos secundarios

para serem reaproveitados.

As células foram incubadas com estreptavidina-Cy3 (PA43001) por 1 hora a temperatura

ambiente.
Ap6s a incubacdo com estreptavidina, as células foram lavadas 3 vezes com

As células foram contracoradas por 5 min com 50 uL. DAPI (diamidino-2-phenylindole a

1 pg/ mL; pico de excitagdo a 345 nm e de emissdo a 455 nm; cubo 1)

10 uLL de amostra foi posto em uma lamina com laminula e visualizar no microscépio de
fluorescéncia: fluoresceina (FITC) tem pico de excitagdo a 495 nm e emissdo a 518 nm
(cubo 3 do IX-81); Cy3 tem pico de excitacdo a 550 nm e de emissdo a 570 nm (usado o

mesmo filtro da Rhodamina, cubo 5); se for usada marcagao com Cy-5, usado o cubo 6.
Estas coloragdes sdo vistas individualmente no mesmo campo visual da lamina, onde:
Cubo 1 (DAPI, azul, permite a visualiza¢do dos nicleos);

Cubo 3 (FITC, amarelo-esverdeado, permite a visualizacdo do contetdo celular de

HSP70);

Cubo 6 (Cy-5, vermelho, permite a visualizacdo da localizacao celular da subunidade p50

do NF-kB).

Nao ¢ feita a comparagao de intensidade de fluorescéncia entre as diferentes marcagdes,

somente entre 0s grupos € tempos com a mesma marcagéo.

REAGENTES:

PBS pH 7,4 para lavagens (100 mL)
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Paraformaldeido 4% em PBS: 40 mg/ mL de PBS. Preparar a partir de solucdo
concentrada a 8% (8 g de paraformaldeido em 1 L de dgua MilliQ, adicionar cerca de
150 uLL de NaOH 10 M e aquecera ~60°C até a solucao ficar limpida). No momento do

uso, diluir 1:1 com PBS.
Glutaraldeido 2% em PBS
Os0y (tetroxido de 6smio) a 2% em PBS.

Tampao de bloqueio (BSA 1%-glicina 300 mM) em PBS: 10 mg de BSA fracdo V e 22,7
mg de glicina por mL de PBS pH 7,4 = em 1 mL de PBS, dissolver, sob moderada
agitacdo, 22,7 mg de glicina e 10 mg de BSA). Esperar dissolver e guardar na geladeira
até o uso (no dia!). Quantidades proporcionalmente maiores podem ser preparadas sempre

no dia, a fresco!

Tampao citrato para reexposi¢ao dos antigenos pds-fixacao: citrato de sédio 100 mM pH

6,0 (25,81 mg/ mL; acertar com HCI até pH 6,0).
Tris 10 mM pH 7,6: 1,21 mg Tris/ mL de d4gua MilliQ. Baixar o pH até 7,6 com HCI.

DAB 0,05%: diaminobenzidina, tetra-cloridrato (Sigma D5637, tetra-HCl, FW 360,1),
PREPARAR NO MOMENTO DO USO): 0,5 mg/ mL em Tris 10 mM pH 7,6 = 1 mg em
2 mL de Tampao Tris.

DAB 0,05%/H,0, 0,01%: 1,5 mg de DAB-HCl em 3 mL de Tris 10 mM pH 7.6.
Adicionar 10 pL de solucdo 3% de H,O, (a solu¢do concentrada de H,O, vem a 30%;
diluir, no momento do uso a 1:10 com PBS ou Tris pH 7,6 = 10 uL./100 pL finais) para os

3 mL de solucdo de DAB no momento do uso e incubar imediatamente com as células.

Tampao de Bloqueio com Triton (PBS-T): tampao de bloqueio (BSA 1% m/v, glicina 300
mM) contendo Triton X-100 (0,25% v/v): dissolver, em 1 mL de PBS, 10 mg de BSA

fracdo V + 22,7 mg de glicina e adicionar 2,5 uLL de Triton (com ponteira para liquidos
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viscosos) por mL do tampdo de bloqueio (ou, diluir, primeiro, o Triton X-100 1:10,

10 uL./100 puL de PBS, e usar 25 uL desta solu¢do por mL de tampao de bloqueio).

As observacdes de imunofluorescéncia foram realizadas em microscopio motorizado
semi-confocal Olympus IX81. As amostras reveladas com DAB foram também
processadas para microscopia eletronica de transmissao em Microscépio JEOL modelo

JEM 1200 ExII (40-120 kV) e aquisicao digital por camera CCD e software Gatan.
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ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média * erro-padrdao da média em todas as varidveis e
em todos os grupos. A comparagdo entre os grupos foi realizada com o teste de Andlise de
Variancia (ANOVA) de um fator seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls para as varidveis
expressdao de HSP70, exportagdo de HSP70, mRNA de HSP70, proliferacdo celular, concentragio
de lactato sanguinea, concentracdo de glicogénio muscular, e viabilidade celular. Onde
necessdria, a comparacao entre os tratamentos ao longo do tempo, como a cinética de conteudo
celular de HSP70 e ativagdao do NFKB foi realizada por ANOVA de duas vias (dois fatores) de
medidas repetidas, sendo as comparacdes entre os tratamentos em cada ponto realizada através do
teste “” de Student. As andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS para Windows

(versao 18), sendo considerada significativa a diferenca estatistica quando p<0,05.
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RESULTADOS

Tendo em vista que o presente trabalho tem como foco de estudo as proteinas de choque
térmico torna-se relevante caracterizar no modelo experimental de exercicio utilizado a
temperatura dos animais. Antes do exercicio fisico, ndo foram obervadas diferencas entre os
grupos na temperatura retal dos animais, sendo que a média de temperatura (de todos os animais)
verificada foi de 36,6+0,2°C. Apds serem submetidos a situacdo de contato com a dgua a 30°C
por 20 min, mas sem realizar exercicio, o grupo RE ndo apresentou modificagdes de temperatura
corporal. No entanto, todos os animais dos grupos submetidos ao exercicio na d4gua na mesma
temperatura, independente da intensidade do esforco, apresentaram queda na temperatura
corporal imediatamente apds os 20 min de nata¢do, sendo que a média de temperatura
apresentada ap6s o exercicio foi de 32,7+0,2°C enquanto o grupo RE manteve a temperatura

proxima aos valores observados antes da exposi¢do a dgua (36,0+0,6°C).

Um grupo adicional de animais foi utilizado para avaliagdo do retorno da temperatura
corporal dos animais aos niveis pré-exercicio, o que ocorreu somente apds 1lh de recuperacao
(Figura 4). Importante salientar que os resultados da recuperacdo da temperatura corporal apds o
exercicio sdo oriundos de experimentos realizados separadamente aos demais, visto que oOs
demais dados deste presente trabalho foram obtidos de animais que foram mortos imediatamente

apods o exercicio.
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Figura 4. Temperatura retal de ratos Wistar submetidos a protocolo de natagao experimental.
Temperatura retal verificada antes do exercicio (Tantes), apds 20 minutos de natagao em diferentes intensidades

em agua a 30°C (Tdepois) e a cada vinte minutos durante a 1 hora de recuperagao do esforgo (T20, T40 e T60,
respectivamente). Intensidades modificadas de acordo com peso adicionado a cauda do animal constituindo os
grupos G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso
corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo em
agua a 30°C. *p<0,05 diferenga entre todos os grupos exercitados em relagdo ao RE.

75



z

A medida de lactato sanguineo é uma estratégia de identificacdo da intensidade de
exercicio realizado em modelos experimentais. Neste modelo de natacdo, as diferentes
intensidades de exercicio fisico foram confirmadas por esta dosagem, pois todos os grupos que
realizaram exercicio houve aumento da concentragao de lactato sanguineo em comparacao com o
grupo que permaneceu em repouso. Os grupos de G2 e G4 foram idénticos entre si quanto a esta
variavel, mas com valores menores que o grupo G6. No grupo G8 a concentracdo de lactato foi

maior do que todos os demais grupos (figura 5).
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Figura 5. Concentragdo de lactato sanguineo em ratos Wistar apés 20 minutos de exercicio de natagio em
diferentes intensidades.

Concentragdo de lactato mensurada imediatamente apés 20 minutos de natagao em ratos Wistar em diferentes
intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de
carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos
que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo. *p<0,05 em relagdo ao RE; **p<0,01 em relagdo a RE, G2 e
G4; ***p<0,05 em relagdo a todos os grupos. ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

[Lac] mMol/L
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Ap6s o sacrificio dos animais, foram retirados os musculos séleo e gastrocnémio de
ambas as patas traseiras de cada animal para verificacdo da concentragdo de glicogénio muscular.
Foi observado que a concentragdo de glicogénio no musculo gastrocnémio foi menor quanto
maior a carga imposta aos animais (figura 6). Os resultados obtidos reforcam a caracterizagao do
presente modelo experimental como sendo um modelo de curta duracdo de exercicio em
diferentes intensidades. Em conjunto com os resultados de concentracdo de lactato sanguineo,
estes dados indicam que neste modelo experimental correu a constituicdo de grupos repouso
(RE), exercicio de intensidade baixa (G2) moderada (G4), moderada-alta (G6) e de alta

intensidade de exercicio (G8).
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Figura 6. Concentragdo de glicogénio no musculo gastrocnémio de ratos Wistar apds 20 minutos de exercicio de
nata¢ao em diferentes intensidades.

Glicogénio mensurado imediatamente apds 20 minutos de natagao em ratos Wistar em diferentes intensidades
de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8%
de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que
permaneceu em repouso pelo mesmo periodo. *p<0,05 em relagdo ao RE; **p<0,05 em relagdo a RE, G2 e G4;
***p<0,05 em relagdo a todos os grupos. ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Ap6s a realizacao do exercicio foram retirados os linfonodos mesentéricos e os linfécitos
apresentaram uma tendéncia de aumento na expressdo de mRNA de HSP72 e HSP73 no grupo de
intensidade G6(demonstrada pela linha pontilhada no grafico) (Figura 7A). Esta mesma tendéncia
€ percebida nas células apds o banho-maria (Figura 8), porém os resultados ndo foram diferentes
estatisticamente. A amplificacdo dos genes de interesse foi confirmada pela fotodocumentagdo de

gel de agarose (Figura 7B).
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Figura 7 Expressiao de mRNA de HSP72 e HSP73 apds 20 minutos de exercicio de natagdo em diferentes
intensidades em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos Wistar.

A= Expressdo relativa ao grupo RE avaliado por RT-PCR em tempo real em linfécitos retirados de ratos Wistar
imediatamente apds 20 minutos de natacdao em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda
do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso
corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo. B=
Imagem representativa de gel de agarose 2% com os produtos da amplificacio por RT-PCR, ilustrando a
amplificagdo correta dos respectivos genes de interesse. (imagem nao valida para quantificagdo).

78



{unidades arbitrarias HSP70/actina)

mRMA de HSPTO em relagao ac RE

RE G2 G4 G6 G8 RE G2 G4 G6 G8

mRNA -HSP72 mRNA-HSP73

Figura 8. Expressio de mRNA de HSP72 e HSP73 apds 20 minutos de exercicio de natagdo em diferentes
intensidades em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos Wistar submetidos ao choque térmico.

Expressao relativa ao grupo RE avaliado por RT-PCR em tempo real em linfécitos retirados de ratos Wistar
imediatamente apds 20 minutos de natagdo em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda
do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso
corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.
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Seis horas apds o tratamento no banho-maria a 37°C houve aumento na expressdao de
mRNA da forma induzivel (HSP72) em G8 em relacio aos demais grupos. G8 também
apresentou aumento na expressdo de mRNA da forma constitutiva (HSP73) em relagdo ao RE na
mesma temperatura no T6h (Figura 9). Os niveis de expressdo de mRNA tanto de HSP70 tendem
a ser maiores do que nas células mantidas a 37°C em praticamente todos 0s grupos € tempos, no

entanto sem diferenca significativa.
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Figura 9. Expressio de mRNA de HSP72 e HSP73 apds 20 minutos de exercicio de natagdo em diferentes
intensidades em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos Wistar cultivados por 6 horas apdés serem
submetidos ao choque térmico.

Expressao relativa ao grupo RE avaliado por RT-PCR em tempo real em linfocitos retirados de ratos Wistar
imediatamente apds 20 minutos de natagdo em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda
do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso
corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.
..*¥p<0,05 em relagdo a todos os grupos na mesma temperatura; **p<0,05 em relagdo a RE na mesma
temperatura. ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls
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Apds a sessdo de exercicio, os linfocitos retirados de linfonodo mesentérico de cada
animal foram submetidos ao tratamento de choque térmico (42°C) ou a situacao controle (37°C)
por duas horas em banho-maria. Apds este tratamento, as células foram mantidas em culturas por
6 horas adicionais. Ao final deste periodo, foi observado que o grupo RE e o de G2 responderam
ao choque térmico aumentando o conteddo intracelular de HSP70, enquanto os grupos
exercitados em intensidades maiores do que 2% ndo responderam ao choque térmico com
aumento na expressao desta proteina além dos valores observados nas células mantidas a 37°C
(figura 10). A tendéncia dos resultados em geral (representado pela linha pontilhada) € de

aumento do conteudo celular de HSP70 em G6, assim como observado nos resultados de mRNA.
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Figura 10. Conteudo celular de HSP70 em linfécitos submetidos ao choque térmico, extraidos de ratos Wistar
apos 20 minutos de exercicio de nata¢dao em diferentes intensidades.

Linfécitos extraidos de linfonodo mesentérico imediatamente apds 20 minutos de natagcdo em ratos Wistar em
diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. Apds a extragao, os linfocitos foram
submetidos ao choque térmico (barras pretas) ou a situa¢do controle (barras brancas) por 2h em banho maria e
cultivados por 6h adicionais para avaliacdo do contetido celular de HSP70 G2=2% de carga; G4=4% de carga;
G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE=
grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo..*p<0,05 em relagdo ao RE; **p<0,05 em
relagdo a RE, G2 e G4; ***p<0,05 em relagdo a todos os grupos. ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls.
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A mensuracdo da concentragdo de eHSP70 no meio de cultura demonstra que linfécitos
extraidos de linfonodos mesentéricos exportam quantidades pequenas de HSP70 para o meio
extracelular quando mantidos em a 37°C. O tratamento de choque térmico por duas em banho-
maria levou ao aumento na exportacdo de HSP70 para o meio extracelular em todos os grupos.
Adicionalmente, os linfécitos extraidos de ratos submetidos a maior intensidade de exercicio
(G8) exportaram maiores quantidades de HSP70 para o meio de cultura em resposta ao choque

térmico (figura 11).
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Figura 11. Exportacdo de HSP70 induzida por choque térmico em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos
submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natagao.

Concentracdo de HSP70 exportada para o meio de cultura (eHSP70) por linfécitos de linfonodo mesentérico
mensurada imediatamente apds 6h de cultura. Células submetidas previamente a duas horas de choque térmico
a 42°C (barras pretas) e mantidas a 37°C (barras brancas)retiradas de ratos Wistar imediatamente apds 20
minutos de nata¢dao em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de
carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada
animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo. *p<0,001 em relagao
a respectivo grupo mantido a 37°C. **p<0,001 em relagdo a todos os grupos. ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls.
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Os dados de HSP70 obtidos apds 6horas de cultura foram normalizados em relagcdo ao RE
mantidos a 37°C. O mesmo procedimento foi feito quanto os dados de exportacdo de HSP70.
Estabelecendo o valor da relacio eHSP70/HSP70 de 1:1 para RE mantido a 37°C no tempo 6h.
Comparativamente esta relacdo aumentou no grupo G8 nas células mantidas a 37°C. Em resposta

ao choque térmico esta relacdo aumentou em todos os grupos, sendo mais evidente também em

G8 (Figura 12).
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Figura 12. Relagdo entre a quantidade extracelular e intracelular de HSP70 induzida por choque térmico em
linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natagao.
Relag¢do entre a concentragdo de HSP70 exportada para o meio de cultura (eHSP70) e intracelular de linfécitos de
linfonodo mesentérico de ratos que realizaram exercicio. Dados do tempo 6h apds o choque térmico. Células
submetidas previamente a duas horas de choque térmico a 42°C (barras pretas) e mantidas a 37°C (barras
brancas)retiradas de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de natacdo em diferentes intensidades de
acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de
carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu
em repouso pelo mesmo periodo. *p<0,05 em relagdo a respectivo grupo mantido a 37°C. **p<0,05 em relagdo a
todos os grupos na mesma temperatura.ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

84



Adicionalmente, a marcacdo com anticorpo especifico para HSP70 com fluorescéncia,
sem permeabilizacdo celular, permitiu observar que com o aumento da intensidade de exercicio
ocorre diminui¢do da presengca de HSP70 na membrana celular. Apés o tratamento no banho-
maria, os linfécitos mantidos a 37°C permaneceram com a marcagao de HSP70 na membrana
celular, enquanto o tratamento com choque térmico levou a diminui¢do dessa marcacdo. Quando
mantidas por mais 6h de cultura nas mesmas condi¢des (todas a 37°C), a marca¢do na membrana
ndo € diferenciada entre as células submetidas ao choque térmico (42°C) e as controle (37°C)

(Figura 13).
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Figura 13. Marca¢dao na membrana com anticorpo fluorescente (FITC) anti-HSP70 demonstrando a exportagao de HSP70 induzida por choque
térmico em linfdcitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natagdo.

A= tempo zero, imediatamente apds 20 minutos de natagdo. B= exemplo de sobreposi¢cdo de imagens para localizagdo da proteina de interesse.
C e E= ap6s 2h de banho Maria a 37 e 42°C, respectivamente. D e F= linfocitos mantidos em cultura a 37°C por seis horas apés o banho-maria a
37 e 42°C, respectivamente. Linfocitos retirados de linfonodo mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apés 20 minutos de nata¢do em
diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga.
(% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.




Para verificacdo da via de exportacdo de HSP70 pelos linfécitos, as células foram
marcadas com anticorpo especifico para HSP70 e revelados com uso de coloracdo com DAB.
Como as células ndo foram permeabilizadas, a coloracdo demonstra a presenca de HSP70 apenas
na membrana celular. Como o tratamento com B-metilciclodextrina, que rompe as estruturas das
cavéolas das membranas celulares, diminui esta marcacao, este resultado permite a observacao
por meio de microscopia da presenca de HSP70 nas membranas celulares de linfocitos extraidos
de linfonodos mesentéricos de ratos (figura 14). Comparativamente, as imagens permitem a
observacdo de que nos linfécitos do grupo RE, mantidos a 37°C em banho Maria, a coloracao
obervada imediatamente apds o sacrificio do animal, permanece na membrana celular semelhante
ao Tzero. Por outro lado, no grupo G8 a marcacdo imediatamente apds o sacrificio (Tzero) ja
apresenta diminui¢do, e a exposicdo ao choque térmico por duas horas leva a auséncia de
coloracgao, indicando auséncia de HSP70 na membrana celular (Figura 14).
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Figura 14 Marcagao na membrana com anticorpo anti-HSP70 demonstrando a exportacdo de HSP70 via exossomos induzida por
choque térmico em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natagao.
A= células integras. B = Células tratadas com B-metilciclodextrina. Nos periodos, Tzero= imediatamente apés 20 minutos de natagdo.
Tp6s banho-maria = apds 2h de banho Maria a 37 e 42°C, T6h= linfocitos mantidos em cultura a 37°C por seis horas apds o banho-maria
a 37 e 42°C. Linfdcitos retirados de linfonodo mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de nata¢ao em diferentes
intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga.
(% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo
periodo.



Para auxiliar na interpretacdo dos resultados obtidos na andlise do contetido intracelular
de HSP70 apds 6h de cultura (fig 5), aliquotas das células de cada grupo foram utilizadas para
andlise, imediatamente apds o exercicio, e a cada duas horas durante a exposicdo ao choque
térmico e durante a cultura em estufa de CO,. Deste modo foi possivel observar que no grupo RE
ocorre aumento no contetdido intracelular de HSP70 tdao logo quanto 2 h apds o choque térmico,
sendo que o maior conteuido intracelular (acimulo temportal) foi observado 4 h apds o choque
térmico permanecendo no T6h de cultura com valores acima das células mantidas a 37°C. (fig

15).
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Figura 15 Conteudo celular de HSP70 em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos que
realizaram ndo realizaram exercicio de natagdo com a carga de (RE).

Comparacao do conteudo celular de HSP70 em linfdcitos de linfonodo mesentérico de ratos que permaneceram
em agua rasa (3cm) por 20min. Tzero= imediatamente apds o sacrificio; apos banho-maria= apds tratamento das
células em banho-maria por 2 horas a 37°C (RE 37°C) ou submetidas a choque térmico em banho-maria por 2h
horas a 42°C (RE 42°C; T6h= apods 6 horas de cultura em estufa de CO, mantida a 37°C. *p<0,05 relacdo ao RE
37°C. ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguido por teste t de Student.
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No grupo G2, foi possivel observar um aumento no contetudo intracelular de HSP70

somente apds as 6h de cultura nas células submetidas ao choque térmico (figl6).
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Figura 16 Conteudo celular de HSP70 em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos que
realizaram exercicio de natagdo com a carga de 2% (G2).

Comparac¢do do contetudo celular de HSP70 em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos que realizaram
exercicio de natagao com a carga de 2% (G2) por 20 minutos. Tzero= imediatamente apds o sacrificio; apds
banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G2 37°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G2 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C. *p<0,05 relagdo ao G237°C. ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguido por teste T de
Student.
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Nao foi possivel observar aumento do conteudo intracelular de HSP70 apds 6h de

cultura nos grupos G4 (figl7), G6 (figl8) e G8 (figl9).
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Figura 17 Conteudo celular de HSP70 em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos que
realizaram exercicio de natagdo com a carga de 4% (G4).
Comparac¢do do contetudo celular de HSP70 em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos que realizaram

exercicio de natagdo com a carga de 6% (G6) por 20 minutos. Tzero= imediatamente apds o sacrificio; apds
banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G4 37°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G4 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C.
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No entanto, ocorre aumento do conteddo intracelular 2h apds o choque térmico em G6,

sendo verificado maior conteido de HSP70 intracelular 4h apds este tratamento (figl8).
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Figura 18 Conteudo celular de HSP70 em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos que
realizaram exercicio de natagdo com a carga de 6% (G6).

Comparacao do contetudo celular de HSP70 em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos que realizaram
exercicio de natagdao com a carga de 6% (G6) por 20 minutos. Tzero= imediatamente apds o sacrificio; apds
banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G6 37°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G6 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C. *p<0,05 relacdo ao G637°C. ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguido por teste T de
Student.
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No grupo que realizou maior intensidade de exercicio (G8) ndo foi observado diferenca
no conteddo intracelular de HSP70, ao longo da cultura celular, entre as células submetidas ao

choque-térmico e as células mantidas na situacdo controle (Fig 19).
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Figura 19 Conteudo celular de HSP70 em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos que
realizaram exercicio de natagdo com a carga de 8% (G8).

Comparacdo do contetudo celular de HSP70 em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos que realizaram
exercicio de natagdo com a carga de 8% (G8) por 20 minutos. Tzero= imediatamente apds o sacrificio; apds
banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G8 37°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G8 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C.
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Aliquotas da suspensao de linfécitos foram retiradas de cada grupo no Tzero, Tpds banho-
maria e T6h. As células foram permeabilizadas e incubadas com anticorpo especifico marcando a
localizacao celular da HSP70. Tanto o choque térmico quanto a intensidade de exercicio fisico
foram fatores capazes de diminuir a marcacdo de HSP70 no citoplasma dos linf6citos e aumentar

a marcacgdo desta proteina na regido do nucleo (figura 20).
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Figura 20 Marcagdo celular com anticorpo fluorescente (FITC) anti-HSP70 demonstrando a localizagdo celular de HSP70 induzida por choque
térmico em linfocitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natagdo.

A= tempo zero, imediatamente apds 20 minutos de natagdo. B= exemplo de sobreposicdo de imagens para localizagdo da proteina de
interesse.C e E= apds 2h de banho Maria a 37 e 42°C, respectivamente. D e F= linfocitos mantidos em cultura a 37°C por seis horas apdés o
banho-maria a 37 e 42°C, respectivamente. Linfocitos retirados de linfonodo mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de
nata¢ao em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e
G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo
mesmo periodo.



Foram extraidas fracdes nucleares dos linfocitos de linfonodo mesentérico dos animais
imediatamente apés o exercicio fisico e ao longo da cultura celular, especificamente nos tempos;
Imediatamente ap6s o sacrificio (Tzero),apds exposi¢cao ao choque térmico ou a situacdo controle
(Tp6s banho-maria) e apds as 6 horas de cultura em estufa (T6h). A extracdo nuclear permitiu
verificar que em 6 horas apds o choque térmico houve diminui¢do na ativagdo do NF-kB no

grupo RE em relagc@o ao Tzero e em relacdo as células mantidas a 37°C (Figura 21).
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Figura 21 Ativacdo do NF-KB em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos mantidos em
repouso.

Comparacao da ativagdo do NF-KB em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos mantidos em Repouso (RE)
por 20 minutos. Tzero= imediatamente apds o sacrificio; apés banho-maria= apds tratamento das células em
banho-maria por 2 horas a 37°C (RE37°C) ou submetidas a choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C
(RE 42°C; T6h= apos 6 horas de cultura em estufa de CO, mantida a 37°C. *p<0,05 em relagdo ao Tzero. # p=0,033
em relagdo ao RE37°C. ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguido por teste T de Student.
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ApOs a realizacio da intensidade mais baixa de exercicio (G2), os linfécitos retirados dos
animais deste grupo e mantidos a 37°C também apresentaram diminuic¢io na ativacdo do NFKB

em 6h de cultura, efeito acentuado pelo tratamento in vitro de choque térmico (Figura 22).
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Figura 22. Ativacdo do NF-KB em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos submetidos
ao exercicio de natagdo com carga de 2% do peso corporal.

Comparacao da ativagcdo do NF-KB em linfdcitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos ao exercicio por
20 minutos com carga adicionada a cauda de 2% do peso corporal (G2). Tzero= imediatamente apos o sacrificio;
apo6s banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G237°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G2 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C. *p<0,05 em relagdo ao Tzero. ** p<0,05 em relacdo ao Tzero e ao pds banho-maria a 42°C.
ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguido por teste T de Student.
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Ao aumentar a intensidade para 4% de carga, ndo foi possivel observar diminui¢cdo na

Ativagdo do NFKB, nem mesmo em resposta ao choque térmico (Figura 23).
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Figura 23. Ativacdo do NF-KB em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos submetidos
ao exercicio de natagdo com carga de 4% do peso corporal.

Comparacao da ativagdo do NF-KB em linfdcitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos ao exercicio por
20 minutos com carga adicionada a cauda de 4% do peso corporal (G4). Tzero= imediatamente apds o sacrificio;
apos banho-maria= apos tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G437°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G4 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C.
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Em resposta a carga de exercicio de 6%, os linfécitos apresentam uma queda na ativacao
do NFKB apds as 6h de cultura a 37°C em comparagdo com o periodo imediatamente apds o
banho-maria. Quando submetidas ao choque térmico, essas células apresentam diminui¢do da
ativacdo do NFKB também em relacdo ao periodo p6s banho-maria, mas também em relacio ao

Tzero (Figura 24).
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Figura 24. Ativagdo do NF-KB em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos submetidos
ao exercicio de natacao com carga de 6% do peso corporal.

Comparacao da ativacao do NF-KB em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos ao exercicio por
20 minutos com carga adicionada a cauda de 6% do peso corporal (G6). Tzero= imediatamente apos o sacrificio;
apo6s banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G6 37°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G6 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C. ** p<0,05 em relagdo ao pdés banho-maria. # p=0,035 em relagao ao G637°C no Téh. ANOVA de
medidas repetidas de duas vias, seguido por teste T de Student.
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A mais alta carga de exercicio fez com que fossem mantidos os niveis de NFKB ao longo
do tempo de cultivo celular a 37°C, sendo que o choque térmico levou a diminui¢do da ativacao

do NFKB, em relacdo ao Tzero (Figura 25).
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Figura 25. Ativagdo do NF-KB em resposta ao choque térmico em linfonodos mesentéricos de ratos submetidos
ao exercicio de natagdo com carga de 8% do peso corporal.

Comparacao da ativagcdo do NF-KB em linfdcitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos ao exercicio por
20 minutos com carga adicionada a cauda de 8% do peso corporal (G8). Tzero= imediatamente apds o sacrificio;
apo6s banho-maria= apds tratamento das células em banho-maria por 2 horas a 37°C (G8 37°C) ou submetidas a
choque térmico em banho-maria por 2h horas a 42°C (G8 42°C; T6h= apds 6 horas de cultura em estufa de CO,
mantida a 37°C. * p<0,05 em relagdo ao Tzero. ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguido por teste T de
Student.
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Quando comparados entre os grupos, ndo houve diferenca na ativacio do NF-xB em
nenhum dos tempos, tanto na situagdo controle, quanto em resposta ao choque térmico. (Sendo
p=0,770, p=0,174 e p=0,108, para as comparagdes nos tempos Tzero, Apds banho-maria e T6h

respectivamente).

Aliquotas da suspensao de linfécitos foram retiradas de cada grupo no Tzero, Tpds banho-
maria e T6h. As células foram permeabilizadas e incubadas com anticorpo especifico marcando a
localizagdo celular da subunidade p50 do NF-kB. Tanto o choque térmico quanto a intensidade
de exercicio fisico foram fatores capazes de aumentar a marcacdo de NF-kB no citoplasma dos

linfécitos e diminuir a marcacao de NF-kB na regido do nicleo (Figura 26).
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Figura 26 Marcacdo celular com anticorpo fluorescente anti- subunidade p50 do NF-kB, demonstrando a localizagao celular de NF-xB induzida por
choque térmico em linfécitos de linfonodo mesentérico de ratos submetidos a diferentes intensidades de exercicio fisico de natagao.

A= tempo zero, imediatamente apds 20 minutos de natacao. B= exemplo de sobreposicao de imagens para localizagdao da proteina de interesse.C
e E= apoés 2h de banho Maria a 37 e 42°C, respectivamente. D e F= linfécitos mantidos em cultura a 37°C por seis horas apds o banho-mariaa 37 e
42°C, respectivamente. Linfdcitos retirados de linfonodo mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de natagdo em diferentes
intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga
percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.
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As imagens obtidas na microscopia com fluorescéncia para HSP70 e NF-kB no Tzero
foram sobre postas (50/50%) e a nova imagem gerada (abaixo) permite visualizar com detalhe o
aumento de HSP70 no nucleo das células extraidas de G6 e G8, bem como a o efeito desta

intensidades em manter o NF-kB no citoplasma (Figura 27).

Tzero
RE G2 G4 G6 GS8
HSP70
NF-kB

Figura 27 Marcagao de linfocitos com anticorpo fluorescente anti- subunidade p50 do NF-xB e anti HSP70 apés o
exercicio fisico

Sobreposi¢do das imagens de microscopia com fluorescéncia para HSP70 (verde) e para NF-kB (vermelho). A co-
localizagao das fluorescéncia gera a imagem em tom alaranjado. Fotos do tempo zero: de Linfocitos retirados de
linfonodo mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de natagdo em diferentes intensidades
de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8%
de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE= grupo de ratos que
permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.
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Foi avaliada a capacidade proliferativa dos linfocitos assim que extraidos nos animais.
Embora em todos os grupos o estimulo com Concanavalina A tenha aumentado os niveis de
proliferacao celular, este efeito tornou-se absolutamente evidente nos linfécitos oriundos dos
animais que realizaram intensidades moderadas de esfor¢o (G4), dado refor¢cado pela linha de

tendéncia aplicada ao grafico (Figura 28).
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Figura 28. Proliferagao de linfocitos retirados de linfonodo mesentérico de ratos Wistar apds 20 minutos de
exercicio de natagdao em diferentes intensidades.

Proliferagao medida em pmol de Timidina [2'14] mensurada imediatamente apds 20 minutos de natagdo em ratos
Wistar em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4%
de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada).
RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo. Controle = proliferagcdo nao estimulada.
ConA células tratadas com Concanavalina A imediatamente apds a extragao. *p<0,05 em relagdao ao G4 controle.
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Quando avaliada a capacidade proliferativa somente apds as 6h de cultura adicionais ao
banho-maria, ndo houve diferenca entre os grupos, embora indices de proliferacao celular sejam
sempre menores nos linfécitos submetidos ao choque térmico em comparagdo com as células

mantidas a 37°C (Figura 29).
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=)
= 0,005
& 0,004
e
= 0,003
£
i 0,002
QO
2 0,001
oY
£
20,000 [- E' I:I E. Ei
RE G2 G4 G6 G8 RE G2 G4 G6 GS8
Controle ConA

Figura 29 Prolifera¢do de linfocitos submetidos ao choque térmico retirados de linfonodo mesentérico de ratos
Wistar apds 20 minutos de exercicio de natagao em diferentes intensidades.

Proliferagdo medida em pmol de Timidina [2%*]/ 10° linfécitos mensurada em células submetidas ao choque
térmico a 42°C (barras pretas) ou a situagdo controle (37°C) (barras brancas) em banho-maria por duas horas e
mantidas em cultura por 6 horas adicionais. Células extraidas imediatamente apds 20 minutos de nata¢dao em
ratos Wistar em diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga;
G4=4% de carga; G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal
adicionada). RE= grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo. Controle = proliferagdo ndo
estimulada. ConA células tratadas com Concanavalina A imediatamente apds a extracdo. ANOVA de uma via,
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

105



De maneira conjunta, normalizando os dados de eHSP70, HSP70, proliferacao celular e
NF-xB, em relacao ao grupo RE no T6h nas células mantidas a 37°C, foi possivel observar que o
aumento da intensidade de exercicio esta relacionado com a diminui¢do da proliferagdo celular,
simultaneamente a diminui¢do ativagao do NF-kB e ao aumento do contetdo celular de HSP70.
O aumento da exportacdo de HSP70 para o meio extracelular acompanha o aumento intracelular
até a intensidade de 6%, sendo que a exportacdo desta proteina é muito mais evidente nas células

oriundas de animais que realizaram a maior intensidade de exercicio G8 (figura 30).
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Figura 30 Relagao entre os niveis de HSP70 celular, exporta¢ao de HSP70, proliferagao celular e ativagao de NF-
kB nas diferentes intensidades de exercicio em linfécitos mantidos a 37°C em banho-maria e por 6h em cultura a
37°C.

Linfdcitos retirados de linfonodos mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de natagdo em
diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga;
G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE=
grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.
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Nas células expostas ao choque térmico, os niveis de exportacio de HSP70 ji sdo
elevados no grupo RE, aumentando ainda mais somente no grupo G8. Quanto a relacdao dos
niveis proliferacdo, de HSP70 e de NF-kB nas células expostas ao choque térmico ndo foi

possivel observar influencia da intensidade do exercicio (figura 31).
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Figura 31 Relagao entre os niveis de HSP70 celular, exporta¢ao de HSP70, proliferagao celular e ativagao de NF-
kB nas diferentes intensidades de exercicio em linfécitos submetidos ao choque térmico a 42°C e permaneceram
em cultura a 37°C por 6h.

Linfdcitos retirados de linfonodos mesentéricos de ratos Wistar imediatamente apds 20 minutos de natagdo em
diferentes intensidades de acordo com peso adicionado a cauda do animal. G2=2% de carga; G4=4% de carga;
G6=6% de carga e G8=8% de carga. (% = carga percentual do peso corporal de cada animal adicionada). RE=
grupo de ratos que permaneceu em repouso pelo mesmo periodo.
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DISCUSSAO

Este estudo tem como base o uso do modelo experimental de exercicio fisico de natagdo
em ratos Wistar. Este modelo de exercicio € bastante usado em pesquisa, pois leva em
consideragdo o fato de ser uma habilidade inata desta espécie além de ser possivel observar
alteracoes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares em resposta ao exercicio agudo (Silveira et al.,
2007), bem como adaptacdes do treinamento fisico (Nunes et al., 2008). Além disso, a realizacao
deste tipo de experimento ndo requer equipamentos muito elaborados ou sofisticados, reduzindo

os custos envolvidos na pesquisa (Kregel et al., 2006).

A temperatura da 4gua € um fator que pode influenciar o desempenho dos animais durante
o exercicio. Protocolos com dgua em temperaturas elevadas (42°C) ou muito baixas (20°C)
causam efeitos conhecidos de hipertemia e hipotermia, respectivamente. Muitos modelos utilizam
a dgua entre 30 e 32°C, considerando esta temperatura adequada para o protocolo de exercicio
(Gobatto et al., 2001; Voltarelli et al., 2002; Rogatto et al., 2004; Voltarelli et al., 2005;
Manchado Fde et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Silveira et al., 2007; Nunes et al., 2008;
Menezes et al., 2010). No entanto, os resultados neste estudo demonstram que a execucdo de
exercicio de natacdo nesta temperatura levou até mesmo a uma diminui¢do da temperatura
corporal dos animais. Se por um lado alterar o protocolo para a temperatura da dgua entre 33 e
36°C possa representar uma adequacdo do modelo experimental para futuros estudos,
minimizando o efeito hipotérmico do exercicio realizado neste trabalho (Kregel et al., 2006), por
outro lado esta temperatura pode permitir aumento de temperatura corporal dos animais durante o
exercicio, efeito indesejado para este estudo que tem como foco proteinas de choque térmico.
Assim, no presente estudo, a producdo e exportacio de HSP70 pdde ser avaliada
independentemente das alteracdes de temperatura, j4 que o efeito da temperatura sobre a

expressao de HSP70 s6 se da com incrementos da temperatura central.

Em protocolos de natagdo, comportamento de nado de maneira continua pode ser
percebido tanto no nado sem uso de cargas, como com o uso de cargas leves até mesmo pesadas,
produzindo um recrutamento muscular significativo tanto das patas anteriores como as

posteriores, embora o recrutamento seja diferente de outros modelos como o exercicio em esteira,
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baseado na deplecdo de glicogénio muscular (Armstrong e Laughlin, 1983; Laughlin et al.,
1984). Neste sentido, foi verificado a utilizacdo crescente do glicogénio muscular do musculo
gastrocnémio conforme a carga adicionada aos animais era maior. Este resultado sobre a
concentracdo de glicogénio no musculo gastrocnémio apds o exercicio representa uma boa
avaliagdo da exigéncia muscular no modelo experimental utilizado, visto que o musculo séleo
nao € exigido de maneira relevante durante a natagdao em ratos Wistar, diferentemente do modelo

de exercicio em esteira (Armstrong e Laughlin, 1983).

O tanque utilizado neste trabalho foi preenchido com dgua gerando a profundidade de 45
cm. Em um tanque similar (51 cm) ratos que nadaram por 20 min sem carga adicional
apresentaram um demanda energética de 3 METs. Em tanques de natacdo mais rasos do que 50
cm, os animais que realizam nata¢do sem carga apresentam comportamento de mergulhar e saltar,
como forma de economia de energia, ficando 60% do tempo submersos. Cargas adicionadas na

cauda dos animais como no presente estudo evitam este tipo de comportamento (Kregel et al.,

2006).

Especificamente sobre a execucdo do exercicio no modelo de natacdo, os ratos
desenvolvem um comportamento mais uniforme do que o apresentado no modelo de esteira, além
da vantagem do exercicio de natacdo ndo oferecer riscos de lesdes nas patas dos animais, sendo
menos fisicamente traumadtico do que os modelos de esteira (Kregel er al., 2006). Uma potencial
desvantagem da natacdo € a presenca de comportamentos de fuga da situacdo de estresse, como
mergulhar, por exemplo. No entanto a exposicdo prévia a situacdo de natacdo (periodo de
adaptacdo realizado neste estudo) permite a reduc@o ou auséncia no deste comportamento,
somado ao fato do o uso de sobrecarga aplicado na base da cauda do animal no momento do

experimento.

A concentracdo de lactato sanguineo € utilizada como marcador de intensidade de
exercicio, tanto em humanos (Heck et al., 1985; Hollmann, 2001) quanto em animais (Menezes
et al., 2010). Neste estudo foram utilizadas cargas de 2, 4, 6 e 8%,sendo que os valores de lactato
apos o exercicio foram préximos a 5,0mmol/L nos grupos G2 e G4. Um trabalho semelhante,

com a mesma temperatura da dgua (~30°C) e com a mesma duracdo do exercicio (20 minutos),
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sugere que a concentracdo maxima de estabilizacdo do lactato sanguineo em ratos sedentdrios
seja de 5,5mmol/L, em cargas de até 6% (Gobatto et al., 2001). O mesmo trabalho ndo
identificou diferengas nas concentracdes de lactato apds o exercicio em animais com cargas
acima de 6% (cargas de 7, 8, 9 e 10% apresentaram valores préximos a 10mmol/L), enquanto os
resultados obtidos neste trabalho foram proximos a 8,0mmol/L em G6 e pouco abaixo de
10mmol/L em grupo G8. Além disso, testes de concentragdo de lactato minimo realizados em
ratos submetidos a natagdo sugerem que a carga de trabalho equivalente a transi¢do metabdlica
seja entre 4,89 e 5,05% de carga com uma concentracdo de lactato entre 6,41 e 6,50mmol/L

(Voltarelli et al., 2002; Voltarelli et al., 2005).

O nado realizado de maneira continua, sem cargas adicionadas, promove uma sessao de
exercicio com um consumo de oxigénio entre 46 e 63 mL-min-1-kg de peso corporal. Como o
consumo méximo de oxigénio em ratos normais varia entre 85 e 100 mL-min-1-kg de peso
corporal, a natacdo sem peso adicional € realizada entre 45 e 65% do consumo maximo de
oxigénio. O aumento da intensidade, geralmente € proporcionado pela adicdo de cargas a cauda
do animal, sendo que cargas de 4%, colocadas préximas a base da cauda dos ratos durante o nado
promovem um esfor¢o fisico entre 65 ¢ 70 % do consumo méximo de oxigénio (Kregel et al.,
2006). Deste modo, os resultados obtidos neste protocolo (quanto ao lactato sanguineo e o
consumo de glicogénio muscular) caracterizaram os grupos: RE como repouso, G2 como baixa,

G4 como moderada, G6 como moderada a alta, e o grupo G8 como sendo de alta intensidade.

O foco deste estudo € a repercussdo do exercicio fisico em diferentes intensidades na
fisiologia de linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos de ratos. Neste trabalho, nio foi
observada influéncia do exercicio na proliferacdo celular de linfécitos quando os mesmos nao
foram estimulados por Concanavalina A, similarmente aos resultados de um estudo com animais
exercitados com a carga de 5% (Santos et al., 2007). Entretanto, diante deste estimulo mitogénico
(Con A), o grupo de intensidade moderada (G4) obteve maior aumento na proliferacdo celular.
Os efeitos do exercicio fisico sobre os linfécitos mantidos em cultura sdo dependentes do 6rgao
linfoide secunddrio do qual foram extraidas as células. Por exemplo linfécitos extraidos do baco
e do linfonodos de ratos submetidos ao treinamento de natagdo com a carga de 6% (1h e 30 min
por dia por 6 semanas) apresentam aumento da resposta proliferativa mesmo sem o estimulo com
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Concanavalina A, enquanto os linfdécitos extraidos do timo ndo apresentaram modificacdo neste
parametro. Além disso, o mesmo estudo ndo demonstra diferenca na proliferacdo celular de
linfécitos de ratos entre as células extraidas de animais sedentdrios e treinados quando

estimulados com Concanavalina A (Vitorino et al., 2010).

A defasagem na resposta proliferativa dos linfécitos dos grupos G6 e G8 pode estar
relacionada ao desafio imposto pela carga de exercicio. Fatores limitantes como a presenca de
doencas como o diabetes também limitam a resposta proliferativa de linfécito frente a
Concanavalina A. Além disso, o aumento do metabolismo celular nao esta diretamente
relacionado ao aumento da resposta proliferativa de linfécitos (Miranda et al., 2008). A
importancia em manter ou melhorar a capacidade proliferativa linfocitdria através do exercicio
pode estar representada numa capacidade melhor de resposta ao desafio imunolégico imposto

como no caso do cancer (De Lima er al., 2008).

De maneira historica, os trabalhos envolvendo a andlise da expressdo de HSP70 na
situacdo de exercicio t€ém foco na andlise do miusculo esquelético ou cardiaco em animais
submetidos a uma sessio de exercicio até a exaustio (Salo et al., 1991; Locke e Noble, 1995; ,
2002; Noble et al., 2006; Noble et al., 2008). Tendo em vista a existéncia de isoformas de
HSP70, € possivel observar no musculo esquelético a diferenga temporal na resposta do mRNA
de HSP70, sendo uma resposta imediata ao esforco fisico (mRNA de HSP72) com pico na
expressao entre 30 e 60 minutos apds a sessdo de exercicio) e uma resposta mais tardia e
prolongada, que permanece em niveis elevados por até 6 h apds o exercicio (mMRNA de
HSP73)(Salo et al., 1991). Resposta semelhante pode ser observada em humanos (Fischer et al.,
2006), sendo que o aumento da expressao de mRNA de HSP70 ja ocorre no musculo antes
mesmo do ponto de exaustdo, e este aumento aparentemente estd associado a utilizacdo do
glicogénio muscular e ao aumento da temperatura muscular (Febbraio e Koukoulas, 2000). Esta
resposta aguda ao exercicio pode ainda ser observada m animais mortos 24h apds o exercicio,
onde o conteddo tecidual de HSP70 tende a ser maior conforme a intensidade de exercicio

realizada no dia anterior (Milne e Noble, 2002).
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Especificamente em células imunolégicas, apds a realizacdo de meia-maratona, ocorre
aumento de HSP72 em mondcitos e granuldcitos, mas ndo em linfécitos circulantes (Fehrenbach,
Niess et al., 2000; Fehrenbach, Passek er al., 2000). Além disso, mononucleares circulantes
expostos ao choque térmico de 40°C nao apresentam aumento no conteido de HSP70 intracelular
(Lancaster e Febbraio, 2005a). No presente trabalho, os linf6écitos que foram retirados dos
linfonodos mesentéricos dos animais apds um protocolo de exercicio, onde ndo houve aumento
da temperatura corporal, e foram mantidos a 37°C por 8 horas (2h em banho-maria somados a 6h
de cultura em estufa) apresentaram aumento no conteido celular de HSP70 no final do
experimento (T6h) em torno de 50% nos grupos que realizaram maior intensidade de exercicio
(G6 e G8). Além disso, a intensidade de exercicio levou ao aumento da expressao do mRNA
tanto de HSP72 como de HSP73 no Tzero, mantendo-se elevados (acima de RE) durante todo o
periodo de acompanhamento em cultura a 37°C (Tpds banho-maria e T6h). Portanto, os
resultados sugerem que o exercicio fisico per se, mesmo que de curta duragdo, teve efeito no
metabolismo dos linfécitos localizados nos linfonodos mesentéricos, visto que esse efeito foi
observado ex vivo. Estes dados corroboram com evidéncias de que o exercicio é capaz de induzir
a expressao de HSP70 mesmo sem aumento de temperatura corporal por promover modificagdes
nas concentracdes intracelulares de ATP e de ADP e AMP, no consumo da reservas de
carboidratos, por causar hip6xia ou isquemia tecidual ou por reduzir o pH celular (Locke e Noble,
2002). Por outro lado, no figado o aumento da expressdo de HSP70 em resposta ao exercicio
aparentemente nao ocorre for realizado a 4°C (Ogura et al., 2008). J4 no musculo esquelético
estes resultados sdo contraditérios, podendo ser independentes (Skidmore et al., 1995) ou

dependente da temperatura (Ogura et al., 2008).

Os protocolos de choque térmico descritos na literatura t€ém grande variabilidade na
relac@o entre o tempo de exposicao (de 15 a 120 minutos) e temperatura (38 a 45°C), sendo que
quanto maior a temperatura, menor ¢ tempo de exposicdo. Apds o exercicio fisico, os linfécitos
extraidos de linfonodos mesentéricos foram submetidos ao choque térmico a 42°C em banho-
maria por duas horas,e esta temperatura foi utilizada por representar um limite fisiologico
aceitdvel e praticado em outros estudos em animais anestesiados (Meyer e Silva, 1994; Chung et

al., 2008). A escolha do protocolo de choque térmico por duas horas (42°C) deve-se a
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observacdo da inducdo de HSP70 em outros tipos celulares (Amici et al., 1992). Neste estudo, as
células extraidas dos animais que ndo realizaram exercicio fisico apresentaram pico no conteido
celular de HSP70 4 horas apds o choque-térmico. A manutencdo das células em cultura a 37°C
ap6és o choque-térmico mostra em estudos anteriores que pico na sintese de HSP70 ocorre em
torno de 4h, sendo o estimulo o choque térmico, o tratamento com prostaglandinas (Amici e
Santoro, 1991; Amici et al., 1992) ou fito-hemaglutinina (Ferris et al., 1988). Na tentativa de
comparar o efeito do exercicio com o choque térmico sobre o contetiido celular de HSP70 em
mononucleares periféricos, um estudo realizado com humanos nao foi capaz de identificar
diferenca entre os estimulos utilizando a temperatura central de 39°C por 90 minutos, nem
mesmo foi possivel verificar aumento de HSP70 nessas células (Lovell et al., 2008), o que sugere
que a temperatura de 42°C utilizada neste estudo seja adequada para verificar a inducdo de

HSP70 (Hunter-Lavin et al., 2004).

Tendo em vista que o proprio exercicio fisico, nos grupos de maior intensidade (G6 e G8),
foi capaz de induzir a sintese de HSP70 nas células mantidas a 37°C, o tratamento com choque-
térmico € visto como um segundo desafio imposto a estas células, subsequente ao desafio do
exercicio de alta intensidade. Enquanto o G6 apresentou uma capacidade aumentada de resposta
ao choque-térmico comparativamente aos os demais grupos (conforme os dados de mRNA no
Tzero e os dados de HSP70 no T6h sugerem, tanto a 37°C como a 42°C), o G8 nao foi capaz de
aumentar ainda mais o conteido celular de HSP70 além do ja induzido pelo exercicio fisico
sugerindo a existéncia de um “limite” para a capacidade de inducdo de HSP70, embora os niveis
de mRNA estivessem aumentados neste grupo ja em Tzero. Além disso, ocorreu a antecipacao
(em relagdo aos demais grupos) do momento de maior contetdo intracelular observado no G8 em
resposta ao choque térmico para duas horas apds o choque (o grupo RE teve o pico em 4 horas
ap6s o choque, por exemplo). Este dado pode representar uma maior demanda por citoprotecdao
nesse grupo, ou ainda o nivel de desafio celular pode ter excedido um limiar de resposta ao
estresse, limitando a resposta de sintese de HSP70 pela incapacidade de manter ativo o principal
sensor para sintese de HSP70 o HSF1 (Batulan et al, 2003), mesmo com niveis de mRNA
elevados neste grupo em resposta ao choque. Outro aspecto importante € o fato de altas

intensidades de exercicio promoverem mudangas metabdlicas em linfécitos de linfonodos
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mesentéricos em cultura modificando o consumo de glicose e glutamato, mas principalmente por
influenciar no metabolismo da glutamina, essencial para a proliferacdo de linfécitos e auxiliar na

inducdo de HSP70 (Ziegler et al., 2005; Santos et al., 2007).

Mantidas em cultura, todas as células foram capazes de exportar HSP70 para o meio de
cultura, sendo que o valor representativo de linfécitos extraidos de linfonodos mesentéricos de
ratos foi de 0,36ng/h/ 10% linfécitos (grupo RE), ou seja foi observado um acimulo de 2,88ng/ 108
linfécitos ou 1,44ng/mL em 8 horas de cultura. Mononucleares humanos mantidos em cultura a
37°C por 5 horas exportam cerca de 10 ng/ mL/ 10° células, passando a exportar 5 vezes mais
quando submetidas ao choque térmico de 43°C por lhora (Lancaster e Febbraio, 2005b). Os
valores de exportacdo de HSP70 entre diferentes estudos € uma um parametro de dificil
comparagdo, pelo fato de os protocolos de choque térmico serem muitos distintos, além dos
diferentes tipos celulares utilizados. De maneira geral, células de cultura permanente ou de
linhagens tumorais secretam quantidades maiores de HSP70 que células de culturas primérias
(Ireland et al., 2007). A quantidade de eHSP70 também pode mudar conforme a temperatura,
nao sendo diretamente proporcional a mesma, como por exemplo, em células Jurkat (origindrias
de linfoma T humano), a temperatura 6tima para estimular a exportacdo de HSP70 é de 39°C,
diminuindo a quantidade de eHSP70 com temperaturas maiores ou menores do que esta no

tratamento de choque térmico por duas horas (Ireland et al., 2007).

Em resposta ao choque térmico a 42°C por 2 horas, a quantidade de eHSP70 obtida no
meio de cultura foi de 3,24ng/h/ 10® linfécitos (grupo RE), aproximadamente 10 vezes mais do
que o exportado normalmente por estas células. Efeito ainda mais pronunciado foi observado nas
células do G8 expostas a 42°C, que exportaram 8,23 ng/h/10® linfécitos enquanto as células do
mesmo grupo mantidas a 37°C exportaram 1,19 ng/h/10° linfécitos. Tendo em vista que em
resposta ao choque térmico G8 foi o grupo que apresentou maiores concentracdes de eHSP70,
mas sem aumentar na mesma proporcao o conteddo intracelular de HSP70 mesmo tendo niveis
normais de mRNA de HSP72 e HSP73, este conjunto de dados sugerem que a exportacido de
HSP70 possa realmente ter um limiar de intensidade de exercicio. Estes resultados tornaram-se
mais evidentes com a visualizacdo das células ndo permeabilizadas e incubadas com anticorpo
para HSP70 com fluorescéncia , onde a marcagdo foi cada vez menos intensa com o aumento da
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intensidade de exercicio e com o choque térmico. Embora a concentracdo de eHSP70 possa ser
dependente da temperatura do ambiente durante o esforco fisico, neste trabalho fica evidente que
o grupo de maior intensidade foi capaz de elevar o nivel de exportacdo basal (a 37°C) de HSP70

por linfécitos em cultura e também diante do desafio de choque térmico.

A incubacdo das células com anticorpo especifico para HSP70, sem permeabilizi-las, e a
revelacdo com DAB torna visivel a identificacido da presenca desta proteina na membrana celular
dos linfécitos extraidos de linfonodo mesentérico. Tanto o choque térmico, quanto o exercicio de
alta intensidade diminuem a intensidade da coloragc@o sugerindo reducdo das quantidades desta
proteina no momento da coloracdo devido a exportacdo para o meio extracelular, conforme
observado na dosagem de eHSP70 no meio de cultura. Adicionalmente, parte das células de todos
os grupos foram tratadas com [-metilciclodextrina (detergente de cavéolas), antes da incubagio
com o anticorpo e esse tratamento diminuiu também a coloragdo. Sendo este um agente
farmacolégico capaz de diminuir o colesterol de membranas e, portanto, inibir a fun¢do de balsas
lipidicas, a auséncia de marcagdo com este tratamento sugere que o mecanismo de exportacdo de
HSP70 por linfécitos seja mesmo dependente de balsas lipidicas. O préprio tratamento com este
farmaco durante a cultura € capaz de aumentar a concentragao de HSP70 no meio extracelular de
~30ng/ mL para ~40ng/ mL em mononucleares expostos ao choque térmico, embora este efeito
possa ser considerado um viés experimental devido a perda da integridade da membrana celular
(Lancaster e Febbraio, 2005a). Estes mesmos autores sugerem que a via de exportacdo de HSP70
pelas células imunoldgicas seja por exossomos, conforme demonstrada por outros trabalhos,
embora estudos ainda discutam a utilizacdo de balsas lipidicas para exportacdo de HSP70
(Hunter-Lavin et al., 2004; Asea, 2007; Mambula et al., 2007; Multhoff, 2007; Vega et al.,
2008). Portanto, embora ainda sejam inconclusivos os estudos sobre os mecanismos de
exportacdo de HSP70 por linfécitos, neste estudo o tratamento com beta-metilciclodextrina
demonstrou a presenca de HSP70 na membrana celular pronta para ser exportada, visto que a
exportacdo de eHSP70 antecede tanto a expressdo do mRNA quanto da proteina em resposta ao

exercicio (Febbraio, Ott et al., 2002; Febbraio, Steensberg et al., 2002).

Os efeito observados do exercicio fisico, somados ao tratamento com choque térmico na

da ativacdo do NF-kB avaliada em extratos nucleares sugere a manutencdo deste fator de
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transcricdo na forma inativa, localizada no citoplasma dos linfécitos, efeito possivel de ser
observado na microcopia com a marcagdo com anticorpo anti-subunidade p50 do NF-xB. A
ativacdo do NF-xB é considerado um ponto chave no disparo de processos inflamatoérios, sendo
alvo de desenvolvimento de estratégias terapéuticas para diversas doengas (Santoro et al., 2003;
Zingarelli et al., 2003), inclusive em estudos sobre a resposta ao choque térmico (Malhotra e
Wong, 2002) e sobre o exercicio (Buford et al., 2010). O entendimento da influéncia do exercicio
fisico na regulacdo do NF-«xB em linfécitos de linfonodos mesentéricos passa a ser um tema de
interesse na imunologia pelo fato de que o desenvolvimento dos tipos celulares sdo diretamente

moldados pelo estado inflamatério do organismo (Cupedo, 2011).

Os resultados demonstram que, quando mantidos em cultura por 6 horas apés o choque
térmico, ocorre diminui¢do na ativacado do NF-kB em linfécitos. Em um estudo onde os animais
foram mortos em tempos diferentes apds o exercicio exaustivo ocorreu diminui¢do na ativacao
deste fator nuclear imediatamente apds o esforco no tecido adiposo, resultado semelhante aos
deste trabalho, enquanto que nos animais mortos 6 horas apds o exercicio houve aumento na
ativacdo do NF-xB no tecido adiposo (Rosa et al., 2011). Além de se tratar de diferentes tecidos,
esta discrepancia de resultados 6h ap6ds o exercicio pode ser devido a estimulos pré-inflamatérios
sist€émicos oriundo do proprio exercicio (Pedersen et al., 1997; Pedersen et al., 1998; Pedersen e
Toft, 2000; Pedersen, 2006), ausentes nos linfocitos em cultura. O estilo de vida mais ativo

também estd associado a diminuicao a ativagdo do NF-xB (Buford et al., 2010).

Detalhadamente, o exercicio fisico € capaz de modificar a ativacdo do NF-kB de maneira
independente quanto a suas subunidades. No musculo cardiaco, foi percebido o aumento da
ativacdo do NF-kB em animais exercitados quando comparados aos animais mantidos em
repouso. Especificamente, a alta intensidade de exercicio estd associada a ativacdo da subunidade
p65, enquanto que a ativacdo da subunidade p50 estd mais associada ao exercicio de baixa
intensidade (Balan e Locke, 2011). Em conjunto com este estudo, os dados comparativos da
ativacdo do NF-kB sugerem a existéncia de limiares de intensidade de exercicio entre a

promogao de respostas anti-inflamatdrias e respostas pro-inflamatorias.
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A microscopia com fluorescéncia permitiu confirmar a localizag¢do celular tanto do NF-xB
quanto da HSP70 em linfécitos, fundamentalmente nas imagens sobrepostas. As imagens da
localizagdo da HSP70 sdo extremamente semelhantes a de outros estudos com linfécitos (Nadin
et al., 2007; Figueiredo et al., 2009) que sugere que além de exportar, esta célula seja capaz de
captar a eHSP70 (Figueiredo et al., 2009). Em células sob condi¢cdes normais, é comum a
marcacdo com fluorescéncia para HSP73 identificar esta proteina tanto no nicleo como no
citoplasma. No entanto, em resposta ao choque térmico, a esta marcagdo torna-se evidente em
nucléolos, tanto para HSP73 quanto para HSP72. Esta localizacdo apds o desafio térmico esta
relacionada com a manutencdo da integridade do nucleo e particularmente dos nucléolos,
formando granulos de HSP70 em regides de montagem de subunidades ribossomais € pequenas
ribonucleoproteinas, e esta localizagdo coincide com a inibi¢do da sintese de rRNA, sendo um
efeito reversivel. Apds o choque térmico, as fungdes nucleares retomam as atividades normais
enquanto a HSP70 se dissocia dos nucléolos, mas podendo permanecer no nucleoplasma (Martin

et al., 1993; Mayer e Brown, 2004; Nikfarjam et al., 2005; Nadin et al., 2007).

Além dos efeitos citoprotetores classicos da HSP70, o aumento desta proteina no
ambiente intracelular estd associada a citoprote¢cdo e a mecanismos anti-inflamatérios e anti-
apoptoticos, reprimindo a expressdo de genes e modulando a progressao do ciclo celular (Beere,
2005), efeito observado neste estudo na diminuicdo da captacdo de Timidina[2'*C] durante os
experimento de proliferacao celular. Neste sentido, a HSP70 apresenta um efeito inibitério sobre
o NF-kB por inibi¢do da fosforilagdo doa inibidores do kB (IkBs) (Ran et al., 2004). Deste modo,
a atividade repressora da HSP70 intracelular sobre o NF-kB tem reflexo direto sobre reacdes
inflamatoérias (Feinstein et al., 1996). Diante de desafios celulares extremos, com participacio
imunoldgica direta como no caso da sepse, a HSP70 intracelular é capaz de trazer beneficios por
bloquear a ativacao de genes como da iNOS, que sdo ativados pelo NF-kB através da inibi¢do da
IxB quinase e consequentemente inibicdo da degradag¢do da subunidade IkB (Chan et al., 2004).
A manutencdo do complexo NF-xB /IkB no citossol, conforme observado nos dados de
microscopia deste estudo, impede a transcricdo de genes dependentes deste fator de transcri¢dao
nuclear, como os genes responsaveis pela sintese de TNF-a e iNOS (NOS-2), pode representar

um mecanismo pelo qual o exercicio possui propriedades anti-inflamatérias (Kim et al., 1997,
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Pedersen e Nieman, 1998; Rossi et al., 2000; Homem De Bittencourt e Curi, 2001; Beere, 2004;
Chan et al., 2004; Chen et al., 2005; Pedersen, 2006). Além desses efeitos diretamente
relacionados a inibi¢ao do NF-kB, tratamento com indutores de HSP70, ou diretamente o choque
térmico tem efeito protetor sobre o tecido cardiaco (Benjamin e Christians, 2002), intestinal

(Yuan et al., 2008), controle glicémico (Atalay et al., 2004; Bathaie et al., 2010),

Por outro lado, a intensidade mais extrema de exercicio realizada neste estudo propiciou
um aumento na exportacdo de HSP70 para o ambiente extracelular. A presenca de niveis
elevados de eHSP70 esta associada a processos inflamatérios intensos, como no remodelamento
cardiaco (Cai et al., 2010), eventos de isquémicos (Zou et al., 2008) e diminuicdo do limem
arterial (Matsumoto et al., 2008), sendo coadjuvante na perda funcional do préprio sistema
cardiovascular. Estes efeitos sdo dependentes da interacdo da eHSP70 com TLR-4 ou TLR2
(Asea et al., 2002; Asea, 2003; , 2005; , 2006; , 2008; Wei et al., 2009). O aumento de eHSP70
vem sendo constantemente associado ao grau de severidade, ou ao estdgio de muitas doencas,
como a baixa sobrevida em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Genth-Zotz et al., 2004) e na
sepse (Gelain et al., 2011), com aumento de risco cardiovascular (Dulin et al., 2010), com o
tempo de diagndstico de Diabetes (Nakhjavani et al., 2010), com problemas durante a gestacdao
(Molvarec et al., 2006; Molvarec et al., 2007; Molvarec et al., 2009; Molvarec et al., 2010;
Molvarec et al., 2011), dislipidemias (Nakhjavani et al., 2011), esclerose miltipla (Ogawa et al.,
2008), disfuncdes hepaticas e hematoldgicas (Madach et al., 2008). Este aumento de eHSP70
leva a interacdo com receptores celulares (Calderwood, Mambula er al., 2007; Calderwood,
Theriault et al., 2007), com propésito fisioldgico, visto que ocorre exportagdo de HSP70 mesmo
na auséncia de ruptura celular (Lancaster e Febbraio, 2005a; Sun e Macrae, 2005).
Aparentemente, a eHSP70 pode ser oriunda de diversos tecidos e células, inclusive durante o
exercicio fisico (Walsh et al., 2001; Febbraio, Ott et al., 2002; Febbraio et al., 2004; Lancaster et
al., 2004; Fehrenbach et al., 2005; Lancaster e Febbraio, 2005b), com mecanismos diferentes de
liberacdo de proteinas para o meio extracelular e diferentes indutores (Mambula et al., 2007).
Sendo a HSP72 € a maior representante das eHSP70, (De Maio, 2011), esta proteina pode ligar-se
a receptores altamente conservados chamados receptores TLR-2 e TLR-4 gerando um uma

situacéo pré-inflamatdria por induzir a produgéo de citocinas pré-inflamatérias IL-1B e TNF-a e
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a producdao de NO via iNOS, efeitos desencadeados pela ativagdo do NF-«B (Lathigra et al.,
1991; Ensgraber e Loos, 1992; Vabulas et al., 2002). Portanto, ao serem ‘“re-desafiados” com
choque térmico, os linfocitos provenientes dos animais que realizaram exercicio mais intenso
podem estar mais propicios a desencadear processo pro-inflamatérios quando levado em
consideragdo os altos niveis de eHSP70 no meio de cultura dessas células, pois a eHSP70 € capaz
de gerar uma resposta citotoxica em linfécitos T auxiliares mesmo na auséncia de um desafio
imunolégico como LPS, estimulando a prépria proliferacao celular de maneira semelhante ao

desencadeado por IL-2 (Figueiredo et al., 2009).

Neste trabalho, as células mantidas em cultura a 37°C, claramente respondem ao estimulo
de proliferacao celular de acordo com os niveis intracelulares de HSP70 induzidos pelo
exercicio, possivelmente contrabalanceando os efeitos contrarios induzidos pela sinalizacdo da
eHSP70, visto que a localizacao da HSP70 representa fungdes fisioldgicas antagdnicas (Pockley e
Multhoff, 2008; Pockley et al., 2008). Como a suplementacdo com glutamina, eleva os niveis de
eHSP70 e de HSP70 em linfécitos em pacientes e este efeito estd relacionado com menor tempo
de utilizac@o de tratamento intensivo hospitalar (Ziegler et al., 2005), além da eHSP70 ter efeitos
protetores mesmo durante a sepse (Ostrov et al., 2009; Rozhkova et al., 2010). Esse conjunto de
estudos sugere que a elevacdo dos niveis circulantes de HSP70 pode significar uma tentativa do

organismo de armar uma resposta imunolédgica diante de alguma doenca ou desordem fisiolégica.

Os dados de HSP70 avaliados por western blot neste estudo foram normalizados pela
expressdo de actina e posteriormente os dados foram expressos em relacdo ao grupo RE no
Tzero. Da mesma maneira, os dados de eHSP70 foram expressos em relacdo ao grupo RE, de
modo que a razdo eHSP70/HSP70 no grupo RE foi considerada de 1:1. Foi possivel verificar que
nas células mantidas a 37°C esta relacdo foi alterada apenas em GS8 (~2:1). Em resposta ao
choque térmico, esta relacdo passou para valores proximos a 5:1 em todos os grupos,
confirmando ser uma resposta fisioldgica ao choque térmico. Mas no entanto, em G8 esta razao
passou a ser préoxima de 20:1, sugerindo que a exposicdo em sequéncia de exercicio de alta
intensidade e de choque térmico levou os linfécitos destes animais a adquirirem um perfil de
resposta pré-inflamatério. Este tipo de andlise permitiu descrever que o aumento de eHSP70 se
sobrepde ao aumento de HSP70 em resposta ao choque térmico, o que indica a exportacao de
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HSP70 como uma resposta imediata a um desafio celular, enquanto a sintese de HSP70
representa uma resposta mais tardia. A resposta ao préprio choque térmico € distinta entre a
eHSP70 e a HSP70: em mononucleares circulantes a temperatura Otima para que aumente a
concentracdo de eHSP70 € de 39°C enquanto que o maior acumulo de HSP70 intracelular ocorre
nessas células quando submetidas a 42°C (Hunter-Lavin et al., 2004). Adicionalmente, esta
relacdo eHSP70/HSP70 pode ser um modelo para identificacdo da propensdo do individuo a
desenvolver processos inflamatoérios, quando utilizado o contetdo celular de HSP70 em linfécitos

e o nivel plasmatico de eHSP70 como parametros (Yang et al., 2007).

Portanto, hd um equilibrio necessario na razao eHSP70/HSP70, de modo a manter o
controle sobre a ativacdo NF-kB em linfécitos, tanto em condicdes patologicas quanto na
realizacdo de exercicio fisico, sendo o aumento exagerado desta razdo eHSP70/HSP70 um sinal
de alerta imunolégico aos demais sistemas durante o préprio exercicio (Heck et al., 2011).
Manter este equilibrio passa a se tornar um desafio extremo para um organismo que realizou
exercicio de alta intensidade e posteriormente se encontra diante de um desafio. Sendo assim, a
razdo eHSP70/HSP70 pode constituir-se numa importante ferramenta de afericao clinica, tanto na

situacdo de exercicio como em outras situagcdes de desafio ao organismo.
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CONCLUSAO

O exercicio fisico realizado por curta duracdo mas em alta intensidade foi capaz de
induzir a sintese de HSP70 em linfdcitos extraidos de linfonodos mesentéricos de ratos Wistar. O
aumento do conteido celular de HSP70 esta relacionado com a inativacao do NF-kB diminuicao
da proliferacdo celular. Em altas intensidades ocorre a modificacdo da relagdo intra e extracelular
de HSP70 em linfécitos, podendo esta relacdo ser um indicativo de uma intensidade limite de
exercicio. Este efeito da alta intensidade do exercicio foi mais evidente quando os linfdcitos

foram desafiados com choque térmico logo apds o animal ter realizado exercicio.

Sendo a HSP70 intracelular anti-inflamatéria, e a eHSP70 pré-inflamatéria, o presente
estudo demonstra haver uma relagdo entre a intensidade de exercicio e propensdo da resposta
celular de linfécitos ap6s uma sessao de exercicio, sendo que intensidades moderadas de esforco
fisico mantém esta relacio eHSP70/HSP70 estivel, mesmo diante de um desafio celular
subsequente, como o choque térmico. Portanto a razao eHSP70/HSP70 é uma importante medida
de uso clinico imediato, tanto na situacdo de exercicio como em outras situacdes de desafio ao

organismo.

Por fim, este trabalho sugere o uso da razio eHSP70/HSP70 intralinfocitdria como um
marcador de intensidade de exercicio, fundamentalmente utilizando células imunoldgicas como
parametro devido a possibilidade das mesmas usarem a HSP70 como sinal de alerta para o

organismo.
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Integrative physiology studies have shown that immune system and central nervous system interplay very closely towards behavioural
modulation. Since the 70-kDa heat shock proteins (HSF70s), whose heavy expression during exercise is well documented in the skeletal
muscle and other tissues, is also extremely well conserved in nature during all evolutionary periods of species, it is conceivable that HSP70s
might panticipate of physiologic responses such as fatigue induced by some types of physical exercise. In this way, increased circulating levels
of extracellular HSP70 (eHSP7() could be envisaged as an immunomodulatory mechanism induced by exercise, besides other chemical
messengers (e.g. cytokines) released during an exercise effort, that are able 10 binding a number of receptors in neural cells. Studies from this
laboratory led us to believe that increased levels of eHSP70in the plasma during exercise and the huge release of eHSP70 from lymphocytes
during high-load exercise bouts may participate in the fatigoe sensation, also acting as a danger signal from the immune system. Copyright ©

2011 John Wiley & Sons, Lid.
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INTRODUCTION

Historically, tatigue 15 an intricate point of human biology."‘
This phenomenon has gained different explanations ranging
from the catastrophic theory (also termed peripheral
fatigue, i.e. peripherally based, metabolite-induced failure
of skeletal muscle contractile function), to central governor
theory, in which tatigue would occur only after a summation
of different sensory inputs towards the central nervous
system (CNS) which *would decide’ how long and how
much physical activity should be done without threatening
homeostasis.”

More recently, an integrative view has been established in
which 1t 1s apparent that an Imperative communication
between the CNS and remaining systems must attempt to
maintain homeostasis during an exercise demand. In this
way, fatigue may be considered a ‘conscious’ manifestation
of subconscious CNS pmcess_ﬁ

Integrative physiology studies have shown that immune
system and CNS have a close relation to behavioural
modulation.” This integration occurs by inflammatory and
anti-inflammatory mediators acting as signals that can
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modify the stress behaviour to prevent 4:Iz|mz|,t'=,e.R This
commentary focuses on the participation of one of the most
conserved proteins expressed during the fangue process: the
stress regulated family of 70-kDa heat shock proteins
(HSP70s).

Since fatigue 1s related to a pre-existent stress or to a
physiological behaviour that prevents siress during a
homeostasis threatening situation, understanding the stress
response of HSPT70 within immune cells may unravel new
avenues for the comprehension of fatigue, its effects and
its underlying mechanisms. Indeed, recent studies from
our laboratory led us to propose that increased levels of
extracellular HSP70 (eHSPT0) secreted towards the plasma
during physical exercise and the huge release of eHSP70
from Iymphocytes during high-load exercise bouts may both
participate in the fatigue sensation by the CNS.

HEAT SHOCK PROTEINS

HSPs are highly conserved proteins in both eukaryotic and
prokaryotic organisms. The first report about them was
documented in salivary gland cells of Drosophila buskii atter
a serendipitous heat shock by Ritossa.®'" Their molecular
entities, however, were only characterized later in 1974.5-1

HSPs are categorized in tfamilies according to their
molecular sizes and include HSP110, HSP100, HSP90,
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HSP70, HSP&0 HSP30 and HSPLO subclasses. The most
studied (due to its evident high expression In mammalian
cells under stress conditions) and conserved 15 the 70-kDa
family (HSP70), which comprises a number of related
proteins whose molecular weights range from 66 to T8 kDa.
HSP70 isoforms are encoded by a multigene family
consisting of, at least, 13 distinct genes in humans so far
studied.' For the rationalization of the current nomencla-
ture, human HSP70 genes (rat and mouse, also) have
given the locus symbol HSPAx, where A defines members of
HSP70 family and X designates the individual loci. In
this sense, HSPAS is the human gene that encodes a 73-kDa
constitutive  form of HSPT0 (HSP73 or HSCT0, the
cognate form), while HSPAIA gene, located at the major
histocompatibility complex (MHC) III region, encodes
an inducible form (HSP72 or simply HSP7(). In humans, but
not in the rat or the mouse, there is an even higher inducible
form (HSP70B') encoded by HSPA6 gene. Other repre-
sentative members, besides mitochondrial (HSP75) and
endoplasmic reticulum (HSP78) members of HSP70 family,
are found in the intracellular sp:n:ne.B

HSP70s are known to function as intracellular molecular
chaperones that facilitate protein transport, prevent protein
aggregation during folding, and protect newly synthesized
polypeptide chains against mistolding and protein denatura-
tion. Molecular chaperone property of such proteins allow
them to assist the non-covalent assembly/disassembly of
other macromolecular structures without being permanent
components of such structures when they are performing
their normal biological functions.' Additionally, molecular
chaperones assist the unfolded protein to achieve its
single correct three-dimensional configuration (by whatever
mechanism 1t has evolved to generate this folded state),
without becoming a constituent of the final folded [t:rvm:eirn.r's

While the constitutive form 1s expressed In a wide varlety
of cell types at basal levels (being only moderately
mducible), the so-called inducible HSPT70 forms (which
are barely detectable under non-stresstul conditions) could
be promptly synthesized under a condition of "homeostatic
stress’, this being any “homeostasis threatening” condition,
such as heat, glucose deprivation, lack of growth factors and
so forth. Habitually, research groups indistinctly use
HSP70 as a unified term for both constitutive and inducible
form. 13 However, HSPT7(1s the preterable form to be used
when one reters to the inducible HSP72 protein encoded by
HSPALA gene.

All HSPTO proteins share the same owverall structure.
They are composed of an actin-like N-terminal nucleotide
binding/ ATPase domain of 45kDa, a substrate-binding
domain (SBD) of approximately 15kDa and a C-terminal
domain of approximately 10kDa that is involved in co-
chaperone binding.m'i? It is of note that N- and C-terminal
domains have expressive relevance to antigen presentation,
an important way by which HSP70s participate in immune
responses.

Many different events can induce HSP expression, among
them are environmental, pathological and physiological
factors, such as heavy metal exposure, UV radiation, amino

Copyright i 2011 John Wiley & Sons, Lid.

acids analogous, bacterial or viral infection, inflammation,
cyclo-oxygenase inhibitors (including acetylsalicylic acid),
oxidative stress, cytostatic drugs, growth factors, cell
differentiation and tissue development, as reviewed early.'”

The functions of HSP70s (both inducible and constitutive
forms) are regulated by ATP hvdrolysis. The chaperon
activity (cycles of binding and release of native proteins
during refolding process) depends on the ATP-binding state.
While binding to ATP, HSP70s couple with low atfinity to1ts
substrates, but in the ADP-bound state, HSP7(0s bind with
higher affinity to them and the ATPase activity of HSP70s is
inherently weak. Cooperatively, HSP40 (a 40kDa family
of HSPs) catalyzes this reaction working as a nucleotide
exchange factor, because 1t facilitates the ADP release.
Other HSP70-interacting proteins have also been demon-
strated.””

INTRACELLULAR FUNCTION OF HSP70

Initially, HSP70s have been described essentially in studies
that addressed molecular chaperone action of such proteins,
or HSP70s were shown to limit protein aggregation,
facilitating protein refolding and maintaining structural
function of proteins.!! Intracellular HSP70s have further
been demonstrated to be anti-inflammatory (for review,
see Ref.?h), providing cytoprotection through anti-apoptotic
mechanisms, inhibjEi ng gene expression and regulating cell-
cycle progression.=

Besides the now classical molecular chaperone action, the
most remarkable intracellular effect of HSP70 is the
inhibition of nuclear tactor kB (NF-kB) activation, which
has profound implications for immunity, inflammation, cell
survival and apoptosis. Indeed, HSP70 blocks NF-xB
activation at different levels. For instance, HSP7() inhibits
the phosphorylation of inhibitor of kB (IkBs), while
heat-induced HSP70 protein molecules are able to directly
bind to IkB kinase gamma (IKK<) thus inhibiting tumour
necrosis factor-o (TNFo-induced zlpn::[;n:on.':is.23 In fact, the
supposition that HSP70 might act intracellularly as a
suppressor of NF-kB pathways has been raised after a
number of discoveries in which HSP70 was intentionally
induced, such as the inhibition of TNFa-induced activation
of phospholipase A; in WEHI-S murine fibrosarcoma
cells,* the suppression of astroglial inducible nitric
oxide (NO) synthase (INOS, encoded by NOS-2 gene)
expression paralleled by decreased NF-xB activation®
and the protection of rat hepatocytes from TNFa-induced
apoptosis by treating cells with the nitric oxide (NO)-
donor SNAPF, which reacts with intracellular glutathione
molecules generating S-nitrosoglutathione (SNOG) that
induces HSP70, and, consequently, HSP70 expression.*®

HSP70 confers protection against sepsis-related circula-
tory fatality via the inhibition of INOS (NOS-2) gene
expression in the rostral ventrolateral medulla through the
prevention of NF-kB activation, inhibition ot I[kB kinase
activation and consequent inhibition of [xB degradation.ﬂ
This 15 corroborated by the finding that HSP72 assembles
with liver NF-kB/IkB complex in the cyvtosol thus impeding
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further transcription of NF-kB-depending TNF-«¢ and
NOS-2 genes that worsen sepsis in rats.”® This may also
be unequivocally demonstrated by treating cells or tissues
with HSP70 antisense oligonucleotides that completely
reverses the beneficial NF-kB-inhibiting effect of heat
shock and inducible HSP7() expression (see, for instance,
Refs.m'ﬂ)_ Hence, HSP70 is anti-inflammatory per se,
when intracellularly located, which also explains why
cyclopentenone prostaglandins (cp-PGs) are powerful anti-
inflammatory autacoids.?* !

Another striking effect of HSP70 is the inhibition of
apoptosis. Caspases form an apoptotic cascade by an
intrinsic pathway characterized by the release of mitochon-
drial pro-apoptotic tactors into the cytosol, while stimulation
of cell surface receptors triggers the extrinsic pathway by
external signalling factors that may induce the apoptotic
process. The inhibitory potential of HSP70 over apoptosis
occurs via many intracellular downstream pathways (e.g.
INK, NF-kB and Akt), which are both directly and indirectly
blocked by HSP70 either, besides the inhibition of Bel-2
release from mitochondria. Together, these mechanisms are
responsible for HSP70 anti-apoptotic function in cells under
stress conditions.®!

In conclusion, intracellularly activated HSP70 are
cytoprotective and anti-inflammatory by avoiding protein
denaturation and excessive NF-kB activation which may be
damaging to the cells.

EXTRACELLULAR FUNCTION OF HSPTO

After HSP70s had been found in the circulation, researchers
have commenced to study the correlation between HSPT0
blood levels and the prognosis In patients suffering
from several diseases, usually related to oxidative stress.
While healthy people usually have low plasma levels of
HSP70, the association of increased blood concentrations of
such proteins with illness and disease progression has been
hypothesized; contrarily, longevity and health have been
attributed to low levels of plasma HSP70.*? In this way,
oxidative stress, inflammation, cardiovascular disorders
and pulmonary fibrosis have been directly correlated with
HSP70 concentration in the bloodstream.™ On the other
hand, glutamine supplementation, which rises circulating
HSP70 levels in critically ill patients, 1s assoclated with
lower hospital treatment [t:ns:ri()cl_z'4 Therefore, these studies
may suggest that elevation of HSP70 levels could be an
important immunoinflammatory response against physio-
logical disorders or disease.

Since HSP7(s exist in the extracellular space, molecular
interactions with cell surface receptors may occur and
signalling pathways could be triggered in many cell
types, whereas there are a variety of receptors to HSP70
binding, amplirgi{uﬁg the possible targets to these extracellu-
lar molecules.™ However, the function of circulating
HSP70 is incompletely understood vet. HSP70s are released
towards the extracellular space by special mechanisms that
include pumping across cell membranes through the highly
conserved ABC cassette transport proteins. Recent studies

Copyright (@ 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

have demonstrated that exosomes provide the major
pathway for the vesicular secretory release of HSP70s
and that heat stress strikingly enhances the amount of HSP70
secreted per vesicle, but does not influence the efficiency of
stress-induced rate of HSP70 release and the number of
exosomes neither.™ A similar profile was observed in our
hands (T.G. Heck and PI. Homem de Bittencourt, manu-
script in preparation), in which Iymph node lymphocytes
from exercised rats submitted to a further (other than the
exercise bouts) challenge (heat shock) presented an HSP7(
accumulation into the culture medium that 1s dependent on
previous exercise load. Apparently, systemic e HSP70 could
arise from many tissues and different cell types and this may
mnvolve distinct mechanisms of release (including necrosis)
and a large variety of inducing factors.*® Finally, HSP72 is
clearly the major component of the secreted eHSP70 found
in the circulation, although recent evidence suggests that
other forms may also be released into the blood, as recently
pointed out by De Maio.*! eHSP70 has been shown to bind
to type 2 and 4 toll-like receptors (TLR2 and TLR4) on the
surface of antigen-presenting cells (APCs) similarly to
lipopolysaccharides (LPS), inducing the production of the
pro-inflammatory cytokines IL-18 and TNF-ce, as well as
NO (a product with prominent anti-microbial activity), in an
NF-kB-dependent fashion."*™ Interesti ngly, however, the
component of Salmonella typhimurium responsible for the
aggregation of the bacterium to the colonic mucus has been
tound to be a 66-kDa protein which 1s correlated with the
severity of the disease, while monoclonal antibodies anti-
HSP65 of Mycobacterium leprae, as well as a polyclonal
antibody against the 66-kDa protein of 5. nypliimurim, may
cause dose-dependent inhibition of the aggregation of S
typhiimmurium by crude mucus pnmapzlr:n:iﬂns.“ﬁ Because of
this and other similar findings, HSP70 is considered a
virulence factor of different pathogens.” On the contrary, it
has been noticed that different Helicobacter pyviori strains
do induce downregulation of HSCT70 (HSPS), HSPT0
(HSPIA) and HSF-1, the main HSP70-1nducible transcrip-
tional activator in both in vive and in virro models.*® Indeed,
Axsen et al.*® have also argued that HSPs may dampen the
host’s ability to trigger an inflammatory response, reinfor-
cing the idea that, for H. pvlori, and probably many other
bacterial pathogens, inflammation is neither good nor bad,
but 1t 1s rather a highly regulated and intrinsic part ot chronic
infection.

HSP70 INDUCED BY EXERCISE

Exercise and 1ts Inherent physiological alterations
induce HSP70 expression in many tissues and cell types,
not only in the muscle cells. The breakdown of cell
homeostasis produced by modifications in temperature, pH,
ion concentrations, oxyvgen partial pressure, glvcogen/
glucose availability, and ATP depletion are among the
factors that activate HSP70 synthesis during exercise.”
Rise in core and muscle temperature during exercise
seems an obvious way to induce HSP70. However, while
skeletal muscle sustains HSP70 expression in the absence of
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heat stimulus, the heart 1s not able to do the same,
thus suggesting that the mechanisms of HSP70 protein
synthesis are specifically driven in each tissue, ™" and
that augmented temperature is insufficient to elicit HSPT0
synthesis during exercise. Moreover, the susceptibility of
tissues to be stressed by the environmental changes elicited
by exercise varies enormously and other protective pathways
may be activated in the heart, as we have shown for MRP/
GS-X pump ATPases whose expression seems to &mvent
HSP70 expression in the heart after exercise bouts.

In spite of free radicals may be produced under normal
conditions, a burst in reactive oxvgen species does occur
during exercise.” Besides enzymatic and non-enzymatic
antioxidant apparatus, studies in both animal models and
humans implicate HSP70s as a complementary protection
against oxidative 4:];1mzlge.5ﬁ_:SR particularly because HSP70s
may recover oxidatively denatured proteins.

After an acute exercise session, skeletal muscle.‘w cardiac
muscle® and other tissues, such as the Iivner,‘“'ﬁg have shown
a state of oxidative stress, concomitantly to high concen-
trations of intracellular HSP70."* Even though oxidative
stress 15 a strong factor to induce HSP70s in response to
exercise, free radical production is not the only pathway
involved in this process, since sexual hormones and
adrenergic stimuli may modulate HSP70 mspﬂnnem
and circulating monocytes from acutely exercised rats do not
show appreciable changes in ervthrocvte GSSG to GSH ratio
and plasma TBARS, even in a state of high-profile svnthesis
of hydrogen [;:':r\miicle.ﬁa

More recently, however, it has been demonstrated the
presence of HSP70s in the circulation in response to
exercise.”® Since exercise is able to induce high concen-
trations of HSP70s in both muscle and plasma, the most
obvious hypothesis was, primarily, that skeletal muscle
should be the releaser of HSPT70 during exercise. However,
further studies have revealed that this is not the case, at all.
Postural muscles express high levels of HSPT0s under basal
conditions, which has led to the belief in a preventive role for
these proteins against muscle damage through the stabil-
ization of ionic channels,”” as well as myotube develop-
ment.”' HSP70s were also believed to be an important way
to preserve low twitch (oxidative) musclc?Phcnotype after
frequent activation, as in physical training. ™7 Preservation
of intracellular muscular function during different exercises,
venous-arterial HSP70 differences in different territnries,ﬂ
and the lack of evidence supporting the proposition that the
muscle could be the major source of circulatory eHSPTO
precluded the ‘muscle hypothesis™ and suggested that other
tissues/cells should be responsible for the increase of
eHSP70 in the circulation. Once HSPT0 protein release from
muscle to extracellular Huid could eventually happen by
lvsis process, and considering that the lvsis of muscle fibre
occurs onlv under severe cellular stress condition, the
presence of eHSP70 during moderate exercise was found to
be unfeasible. Though i1t had been shown that both the
intensity and duration of exercise have effects in plaSITIEl?S
and muscle’® HSPT0 concentration, this rise in circulating
levels of HSP70 precedes, however, any gene or protein

Copyright @ 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

expression of HSPT70 in skeletal muscle,?? which 1s another
strong argument against the "muscle hypothesis’.

As stated above, other tissues synthesize HSP70s during
physiological challenges to the homeostasis, as in an acute
physical exercise bout. In this way, after treadmill exercise
protocol, the rat liver has been found to enhance the
expression of HSP70s.%' Moreover, and finally, human
study featuring leg and hepatosplanchnic venous-arterial
HSP70 difference in response to exercise has unequivocally
demonstrated that the contracting muscle dees not contrib-
ute to HSP70 circulating levels, while hepatosplanchnic
viscera release eHSP70 from undetectable levels at rest to
5.2pg min~" after 120 min of exercise.”* Additional studies
have shown that oral glucose administration may exclusively
reduce HSP70 release from the liver without any effect on
muscle §Iymgen content or intracellular expression of
HSP70."® Taken together, these results suggest that other
cells may release eHSP7(0 during exercise, as verified during
an experiment that analyzed cerebral venous-arterial HSP70)
difference.”” Although the liver seems to participate in this
process, the nature of eHSP7(-releasing cell during exercise
remains to be established.

HSP70 AND IMMUNE SYSTEM

Although immune system cells (mainly lymphocytes and
macrophages) are able to synthesize and release HSP70,
there is vet no evidence about the participation of these cells
in maintaining HSP70 circulatory levels during exercise. As
discussed above for other cell types, besides chaperone-like
functions, HSP70s present a dual effect on leukocytes
depending on its cellular location, being anti-inflammatory
when intracellular and pro-inflammatory when acting
extracellularly. Indeed, immune cells are extremely suscept-
ible to HSP70 inducers (for review, see Ref.m), 50 that
HSP70 may be considered a target molecule for treating
immune-related diseases. Moreover, strong HSP70 inducers,
such as electrophilic cp-PGs dramatically inhibit viral
replication (including HIV-1} in a way that completely
depends on HSP70 synthesis for the entire suppression
of viral life n|:j,in|::lnf:.RI Anti-viral properties of intracellular
HSP70 are in association with the modification of
viral protein synthesis and inhibition of viral fusion and
maturation. As HSP70 synthesis precedes viral protein
synthesis, HSP7( expression 1s not a response induced by
denatured viral protein accumulation, as one might expect
once HSPT7(0s have chaperone activity. In this way,
suppression of HSP70 synthesis abolishes the anti-viral
features of cp-PGs.m Anti-viral cp-PG activity is, indeed,
mediated by HSP70s through the inhibition of NF-kB
translocation, which is essential for HIV-1 mplicmion.“““
The equilibrium of NF-«B translocation between virus and
host cell can also be a target of intracellular immune effects
of HSP70.5*%°

The secretion of exosomes with high amounts of HSP70s
by peripheral blood mononuclear cells occurs in response
to heat shock whereas lymphocytes of T and B types,
macrophages and platelets are able to secrete exosomes as
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well.*** The increase in eHSPT0 during the exposure
to stresses has also been demonstrated to be the result of
the activation of the svmpathetic nervous system via
alpha-adrenergic receptors leading to eHSP70 export and
increased eHSP70 serum concentration’® Thus, even
though the necrotic cell death might result in the appearance
of HSP70 within the extracellular milieu, an increasing
number of studies suggest that this 1s not the major rule
but, on the contrary, physiological effectors (e.g. fever,
hypoglycemia and sympathetic stimulation) are the true
excitatory signals for the eHSP70 exocytotic pathway.
Specifically, it has been suggested that lvmphocytes are the
major releasers among mononuclear cells, being responsible
for nearly 100% of total eHSP70 release from immune
system cells. It i1s of note that, although cell death may bring
about the delivery of the cytosolic protein content to the
plasma, the liberation of e HSP70 from lymphocytes towards
the extracellular space 1s not assoclated with cell damage
process. In fact, in experiments in which eHSP70 release by
peripheral mononuclear cells was evaluated, the cell death
counts registered have been shown to be of ca. 0.1% onl)-'_“
Corroborating these data, a study in Jurkat cells has shown
that lvmphocytes synthesize and release HSP70 in a larger
scale than monocvtes/macrophages without any vestige of
cell death.®®

There is a growing body of evidence indicating that
proteins of the complexes of toll-like receptor (TLR,
belonging to the superfamily of the interleukin-1/toll-like)
TLR2 andfor TLR4 act as cellular surface receptors to
eHS5P70, which “Informs’ an inflammatory signal to cells of
the innate immune response (macrophage/dendritic cells/
neutrophils). Under stimulation of TLRs, eHSPT0 signalizes
cells of the innate immune response by increasing the
expression of the protein of first response of myeloid
differentiation inflammatory 88/kinase, which is associated
to IL-1 receptor/over signal transduction of NF-xkB. Asea
and co-workers, have shown that eHSP70 induces NF-kB
activation and the production of inflammatory cytokines in a
process that requires CD'14, in addition to TLR2 and TLR4.
This has led to the concept that CD14 could work as a co-
receptor to eHSP70.*456 Interestingly the binding of TLR2
and/or TLR4 selective receptor agonists (Pam3Cys that
binds TLR2, or taxol that binds TLR4) to CD14 results in
synergic increase of NF-«B activation,™ thus suggesting
that the release of eHSP7() into the blood after exposure
to stressor agents (e.g. exercise, and even psychological
stmssin% situations) could result in disseminated inflam-
mation.

eHSP70 stimulates the proliferation of TCD4™ lympho-
cytes and changes their phenotype to a more cytotoxic one,
since the mediators found in Inflammation IL-6 and IL-8
are produced in response to eHSP70. On the other hand,
TCD& " Iymphocyte properties are not affected significantly.
However, eHSP70 binding to TCD3" lymphocyies, via
TLR2 receptors, can result in adaptive and innate immune
response activation, specifically assisting CD8 lymphocyte
cytotoxic activity and promoting the proliferation of natural
killer (NK) cells. ! Circulatory eHSP70 can produce cellular
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eftects by binding to cell surface receptors in APCs, via the
interaction with TLR2, TLR4, CD4(, CDY1, CD14, CCR5
receptors and scavenger receptors LOX-1 and SREC-1.
Nevertheless, few Information does exist about HSP70
receptors in lymphocytes, In active or inactive states. %88

HSP70s bind to several macrophage surface receptors and
regulate specific and non-specific key functions of antigens,
including cytokine release, phagocytosis, tumour rejection
and upregulation of co-stimulatory molecules, 34389
HPS70s are also intimately implicated in innate mmmune
response, as many, 1f not all, class I MHC proteins present
HSP ligands for immune irnspf:«:l:ion.‘;j

Since HSPs are a sort of proteins extremely well
conserved in nature during the evolution of all species,
one can, teleologically, suppose that HSPs shall participate
In many primitive physiologic responses of the organisms.
The cytoprotection given by the production of intracellular
HSP72 in response to the thermal stress 1s a good example.m
The link of eHSP70 with receptors that are highly preserved
during the evolution, such as TLRs, offers another clue in
that these proteins, beyvond i1ts role as molecular chaperones,
may participate as a danger signal from the immune system
to the whole body. It has also been hvpothesized that the
ability of leukocvtes to express HSP72s could be an
indicative of a good prognosis in ditferent conditions. For
instance, it has been shown that maintaining physical
activity during aging can preserve the ability of leukocytes
to induce HSP72 in response to physiological stress, this
being associated with good health parameters.

EXTRACELLULAR HSP70 AND IMMUNE
FUNCTION DURING PHYSICAL EXERCISE

The role of eHSP70s in immune msponﬂesmm'ga has been
studied in several homeostasis threatening conditions apart
from exercise.™ 7% Many, if not all of them suggest that
circulating eHSP70 could be an  immunomodulatory
mechanism induced by exercise, being of primordial
relevance for the comprehension of the origin of such a
protein, as well as the immune cell responses during higher
eHSPT70 plasmatic levels during exercise.

At rest, thereabout 50% of immune cells are found in
the bloodstream, while another half 15 adhered to the
vascular wall. At the start of an exercise effort, the
majority of immune cells unfix from the endothelium
by sympathetic activation. Concomitantly, noradrenaline
induces an increase in eHSP70 levels by the interaction with
wa-adrenergic IEOE[JIOF.Tj Neutrophil, lymphocyte and NK
cell numbers can increase, two-, four- and ninefold,
respectively, during exercise when compared with rest
values, and these modifications are dependent on exercise
intensity. In trained subjects, where cortisol levels during
moderate exercise are lower than in untrained ones, the mild
stress (due to exercise) to the immune system does not result
in great leukocytosis. On the other hand, during the recovery
phase from exercise, a decrease in NK cell number occurs in
the bloodstream. Similar effects are shown by lymphocyte
during first 48 h after exercise. In mononuclear cells, HSP70
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expression was significantly increased immediately after
the ultra-marathon, remaining at high levels 2h post-
exercise, returning to rest (low) levels 24 h after the trial. '
This reduction could be attributed to hormonal response,
which can produce ‘homing’ effects, in other words, the
permanence of high amount of immune cells inside the
organs and lymph nodes, which worsens the defense of the
organism against Infection. Concomitantly, in the early
phase after high-intensity exercise, e HSP70 is elevated in
peripheral blood. Afterwards, eHSP70 blood concentration
returns to the lower basal levels as soon as 2 h after the end of
the physical effort, remaining practically undetectable for
24h.""* This high susceptible period 15 named ‘open
window', when airway infections are facilitated, which is the
second reason for training interruption in elite athletes.

Moderate-intensity exercise when regularly practiced,
on the other hand, may improve immune defense by an
increase in macrophage Iti'\"if)"lm and lymphocyte stimu-
lation. In amimals infected with herpes virus, moderate
exercise decreases mortality and morbidity rates, while
strenuous exercise has the opposite effect.”® AlthoughCD4™
lymphocyte (and also other immune cells) number increases
during both intense and moderate exercise, the downfall of
immune defenses during the ‘open window’ period (which
can last for 3-72h after exercise) occurs only following
high-intensity physical activity.m' Interestingly, exercise is
able to increase lymphocyte proliferation and cytokine
production, while increasing vaccine efficacy in experimen-
tal models.'™ The spread effect of exercise is found in other
immune system cells, as observed during the stimulatory
effect on macrophage phagocytosis.'™ The HSPT0 stimu-
lating effect over monocytes/macrophages leads to the
expression of the NOS-2, thus promoting NO production,im
which is microbicidal. In addition to TNF-a production, NO
production has been shown to be the principal tumouricidal
mechanism of activated macrophages both in vitro and
in vivo.®® Phagocytosis 15 also increased in macrophages
treated with HSP70 in vitro.'"> On the other hand, results
from our laboratory have shown an increase of phagocytosis
by macrophages from rats submitted to the ‘stress’ of
moderate physical exerci se.™ These considerations and the
fact that moderate loads of exercise do increase intracellular
HSP70s in lymphocytes, whereas higher loads increase
eHSP70 release from these cells, as stated above, suggest
that eHSP7() may also function as an actual immune signal
to target organs and this may be a physiological universal
during exercise efforts.

MOLECULAR BASES OF FATIGUE WITHIN THE
CNS

Physical exercise is recommended for the treatment of many
chronic metabolic diseases or simply to ‘release stress’, with
many types of exercises. Despite over 100 years of scientific
inquiry into the mechanisms of muscle fatigue, many issues
remain unclear, particularly because of the inmitial defi-
nitions: ‘fatigue 1s the fallure to mantain the required
force or power for the task’. Typically, this is a focus of
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researchers who perform isolated experiments, in muscle
motor units, for example. However, there are considerable
biochemical and physiological levels of cross-regulation and
integration between central and peripheral organs. Since
fatigue was perceived also as a physiological process that
occurs within CNS, many factors were included in the
above a priori simplistic definition to allow the under-
standing of fatigue during exercise, such as motivation,
central command failure and motor unit behaviour,* '™

Gradual brain cortical activity 1s present during fatiguing
contractions, when the increase of central drive to the
tatiguing muscles results in the spread of cortical activation
o promote some help to neighbour muscles in which
depletion of acetylcholine within motor end plate is found.
Furthermore, the CNS has the ability of roaming the activity
of the motor neurons by changes in the recruitment order and
discharge rate during submaximal contractions. Hypoxemia,
hypotension and hyperthermia, are all rare situations that
may also contribute to the sensation of fatigue, besides a
possible failure in the function of sarcolemmal transverse
tubules at the neuromuscul ar junction_'m'm

The interpretation of CNS participation during fatiguing
process has many experimental biases: the type of muscle
contraction required (concentric and eccentric contractions
have different neuronal modulation).'m the intensity of task
(maximal or submaximal exercise) and duration of activity
are some of them which are present in many fatigue studies.
Thence, the multifactorial phenomenon named as fatigue,
not necessarily involves all individual process of muscle
tailure, metabolic deviations from the homeostatic points or
CNS processes' ™ 1% in order to the exercise be terminated
by the fatigue sensation. Isolated control of tfatigue, as
previously argued, makes little sense from an evolutionary
perspective. It is not correlated with the ‘flight-or-fight’
principle that governs vertebrate physiology. An integrative
process 1s much more plausible to explain body control over
a vast majority of physical demands.

Central factors may have important roles to promote
exercise termination. In this sense, ‘motivation’ 15 an
essential factor to improve performance during an
exercise test. If the subject is not ‘motivated’, this will
cause a premature termination of muscle contraction and the
companion sensation of ‘muscle fatigue’. Some conditions
can modify the motivation, such as pain and discomfort,
but it could also be modified by the exercise situation
(recreational or competitive) and could be modulated by
variation in the levels of newromodulator, such as
epinephrine and serotonin (5-HT). Evidence suggests a
role of neurotransmitters, hormones and amino acids in
regulating fatigue during an exercise session.!%%109-112 4p
increase in brain concentrations of 5-HT can be observed
during physical exercise and repetition of this stmulus
(training) leads to an adaptation or desensitization of central
5-HT1A serotonin receptors (5-HT1A), which influence
physical performance and the well-beinﬁ}in general, thus
promoting higher exercise tolerance.'™ """ Thege obser-
vations suggest that exercise may promote the modification
of gene transcription as well.''* Accordingly, 5-HT in the
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brain is also affected by exercise and modifies the expression
of pre-svnaptic receptors and 3-HT auto-receptors. While
moderate physical exercise does not affect free L-tryptophan
metabolism {which is presented itself at high concentrations
in an exercise situation), some adaptations on the blood
brain barrier occurs,''! 13 Angiotensin Il appears to
assist in the delay for the establishment of central fatigue
by promoting heat dissipation, decreasing heart rate and
lowering brain temperature during physical stress. Several
works point out that the activation of AT| angiotensin
receptor 15 involved in thermoregulation and postponement
of central fatigue by pmmo:in§ a significant brain protection
against thermal damage,m'“ thus allowing the individual
to proceed with the physical demand. However, conflicting
studies have shown no significant differences on sports
performance at low 5-HT levels.!"” Inhibition of norepl-
nephrine uptake (1.e. a more pronounced noradrenergic
effect) was shown to significantly increase the time elapsed
before the establishment of a drop in exercise performances
under normal-temperature environments and heat as well,
although there is also evidence suggesting that catechol-
amines may not affect the income of the fatigue status.''®

Physical exercise has many effects on the CNS, much
more than mood influence. Peripheral signals generated
during and after an exercise session, such as IL-6 and IL-10,
decrease endoplasmic reticulum stress markers at hypo-
thalamic level, an eftect related to the decrease in NF-kB
activation,''” similarly to that observed by intracellular
HSP70 expression. Additionally, an association between
increased NF-kB gene expression and activation in human
leukocvtes from cancer gﬂatients and a persistent fatigue
state has been n:pon:ecl.' Therefore, one cannot exclude
the possibility that eHSP70 could be signalling a pro-
inflammatory status from the immune system to CNS in
order to impose a ‘fatigue behaviour’.

As in the case of other cell types, CNS cells present stress
inducible heat shock response. In response to fever or fever-
like augmentations in body temperature, glial cells show
induction of HSP70s while higher constitutive levels of these
proteins impose a state of acquired thermotolerance, which
is characterized by lower heat-induced expression of HSP70
followilﬁ a further episode of hyperthermia or ischaemic
events.'”! Additionally, some type of neuronal cells, such as
motor and sensory neurons, usually show a particularly high
threshold for HSP70 induction, which was found to be
associated with a failure in the activation of HSF-1.™ It
has also been noticed that HSPs may be transterred between
cell types in the nervous system. Accordingly, HSPT70s
synthesized m glial cells may be rapidly transported
into adjacent axons as a mechanism of fast delivery of
neuroprotectoral agent. The post-synaptic neuron that
‘recelves’ HSPT( exhibits an enhanced tolerance to stress
while the in vive administration of HSP70 results in
inhibition of motor and sensory nerve degeneration.'® A
thermotolerant state 1s also observed atter prior expression
of HSP70 in neurons that results in protection of synaptic
neurotransmission against damage insults.™ Secretion of
HSP70s by CNS cells appears to be mediated by exosomes
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formed at lipid rafts, which is reinforced by the finding that
the brain is enriched in lipid rafts.?®

Although a conspicuous body of evidence indicates that
the brain behaves as a major HSP70 releaser to the blood
stream, there is vet no study approaching the opposite, that
15, that CNS cells may take up HSP70 from the circulation
and that this may function as a stress/danger signal from of
peripheral cells. This prediction is currently under con-
sideration in our laboratory.

IMMUNE CELL-TO-CNS SIGNALLING NETWORK
FOR FATIGUE

The processes of bullding certain behaviours and control of
them can be analvzed under the optics of neuroimmuno-
modulation. The expression of *sickness behaviour’ can be
induced by immune modifications and immune capacities
that are associated with distinct behaviour in mammals.
Studies on animal models show that ‘submissive behaviour’
is assoclated with reduction of oxidative burst and
cvtotoxicity of NK cells, which are signals of impaired
immune function and may negmesent an increased suscepti-
bility to disease development. "'23n this sense, it is clear the
participation of mediators including TNF-«, interleukin-1p
(IL-1 @), and IL-6, through the inhibition of noradrenalin-
induced melatonin production, the activation of hypothala-
mus—pituitary—adrenal axis and the mmpairment of the
transcription of enzymes required for neurotransmission.™
In parallel, research in the physical exercise field has been
progressively showing the participation of cytokines during
exercise demands. For instance, the release of skeletal
muscle-derived IL-6 into the blood 1s the most remarkable
alteration in cytokine pattern observed during exercise so
that IL-6 is now considered as an exercise factor, a
‘m)fokinc‘,ﬂ'm not  just an inﬁammatnr;f mediator.
Additionally, as previously hypothesized,'* '™ exercise-
evoked IL-6 may also act on the CNS to induce the fatigue
sensation. Although IL-6 is alwavs produced during the
course of an inflammatory response, it has a truly anti-
inflammatory action and, when produced during exercise,
IL-6 mav indeed exert a protective role. In other words, the
skeletal muscle must be considered as an auxiliary endocrine
organ that interacts with the immune system and CNS, so
that IL-6 1s a robust exercise marker.

Myvokine signals are correlated with sensation of fatigue,
and alongside other cytokines, such as IL-1 and TNF-o,
myokines have been demonstrated to be inducers of sleep or
illness response and pyrogenic behaviour.'*'?7  Also,
brain macrophages have been shown to contribute to the
increase in brain IL-1B and the ‘fatigue behaviour’ that 1s
associated with the recovery from exercise-induced muscle
4:I:Lmzlgne,""""'ZR a clear demonstration of cross-talk between
immume and ‘fatigue sensation systems’. Similarly to the
cyvtokines released by immune cells during exercise, serum
HSP70 concentration does rise after exercise sessions,
mainly because of the contribution of Iympkncy‘tes_m Asa
corollary, lymphocyte-derived HSP70s may interplay with
CNS to induce the state of ‘fatigue behaviour’. Con-
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sequently, HSP70 {intra or extracellularly located) is also a
strong and unbiased exercise marker, especially 1f compared
to circulating levels of IL-6.

Enhanced thermotolerance of larval neuromuscular
transmission conferred by heat shock-induced HSP70
overexpression has been observed.'™ However, the involve-
ment of HSP70 in heat shock-mediated protection remains
unclear. On the other hand, HSP70 has been proved to
protect CNS against cerebral ischaemic injury and to
mitigate neurodegenerative disorders.'*® Indeed, overall
neuronal function is affected prior to hyperthermic cell death
while a previous heat shock treatment is able to sustain
synaptic performance via pre- and post-synaptic modifi-
cations that occur in parallel with HSP70 induction.
Additionally, incubation of mouse brainstem slices with
inducible HSP70 has been found to relieve the effects of
thermal stress neural transmission, which indicates that
targeting HSP70 to motor neurons 1s sufficient to induce
thermoprotection. However, directing HSP70 to the skeletal
muscle results in no difference of pe:'ﬁn:'manc:ne_!"“;""j':L
Summarizing, motor neurons must be considered the critical
neuronal targets for eliciting HSP70-mediated thermopro-
tection during locomotion (or during the capital flight-or-
fight behaviour) whereas peripheral sensory neurons,
dopaminergic and serotoninergic neurons alone are not
sutficient to imgose an HS5P7(0-mediated thermoprotective
behaviour, 2%

CONCLUDING REMARKS

As summarized 1n Figure 1, physical exercise promotes
stimulation of autonomic nervous system leading the
increased catecholamine plasma concentrations which
modify redox status in target organs with higher metabolic
demands during exercise, such as the liver and skeletal
muscle. Contracting muscle and circulating lymphocytes
‘see’ exercise-evoked rise in vascular shear stress and
circulating ‘“danger signals’, such as IL-1, IL-6 and
angiotensin II. The oxidative modification of intracellular
milien of such territories induces intracellular HSP70
expression that prevents cell damage and represents an
important defense against injury induced by intense
metabolism and associated protein denaturation. eHSP70
release by the liver may be a metabolic response to plasma
glucose alterations as well as to adrenergic stimulation
triggered by physical activity, while lymphocytes may
release eHSP70 towards the extracellular space following
induction by muscle signals, such as IL-6 and glutamine.

Within lymphocytes, intracellular HSP70 (increased by
chronic adaptions to exercise fraining) plays an anti-
inflammatory role, while eHSP70 binding to toll-like
receptors (TLR-2/4) represents a pro-inflammatory stimulus
that may result in a fatigue signal to the CNS during the
higher load bouts of acute or chronic exercise. Indeed,
chronic adaption of HSP70 synthesizing machinery works
as a thermotolerant state for the muscle, immune cells
and CNS. This may explain why HIV/AIDS patients
subjected to exercise training protocols show an evident
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‘health behaviour "***? associated to a rise in immune
system function:'**"** exercise induces HSP70 expression
and the consequent HSP70-dependent blockade of viral NF-
kB activation reduces viral proliferation, while exercise-
induced liberation of eHSP70 into the circulation evokes a
state of inflammation that stimulate immune system function
as a whole.

Besides the above considerations, eHSP7( released tfrom
immune cells during exercise, mainly from lymphocytes,
fulfil all the features to be an Immune signal from the
periphery to the CNS, inasmuch as eHSP70 has proven
to exert a marked influence on motor neurons and deeper
structures of CNS (e.g. hypothalanus) leading to the
‘fatigue sensation/behaviour’. In other words, atter e HSP70)
concentrations had reached a maximum, further exercise
load would be dangerous and the immune system signals
that to CNS in order to impose fatigue sensation and
shutdown of exercise. Moreover, and still most important,
the ratio between lymphocyte HSP70 content and lympho-
cyte-derived eHSP70 blood levels during exercise sessions
and along exercise training protocols may represent a novel
and unbiased diagnostic tool to impose the limit of the
exercise load to immunosuppressed patients in order to
maintain their immune function without fatigue.

ABBREVIATIONS

5-HT Shydroxytryptamine serotonin
5-HTIA SHT receptor 1A

APC antigen-presenting cell

CCR5 C-C motif chemokine receptor type 5
CNS central nervous system

cp-PG cvclopentenone prostaglandin

GSH alutathione

GS5G glutathione disulfide

HIV-1 human immunodeficiency virus-1
HSPT0 the 70-kDa family of heat shock proteins

HSC70 heat shock cognate proteins the constitutive
torms of HSP70 gene family

eHSPT0 extracellular HSP70

HSF-1 heat shock transcription factor-1

IKKs the inhibitor of nuclear tactor (B (I(B)
kinases

IL interleukin

JNK c-Jun N-terminal kinase

LOX-1 lectin-type oxidized LDL receptor-1 also
known as oxidized low-density lipoprotein
receptor 1 (OLR-1)

LPS lipopolysaccharides

MHC major histocompatibility gene complex

MRP/GS-X  the glutathione S-conjugate export ATPases
of the multidrug resistance-associated gene
family

NF-(B nuclear factor (B

NK natural killer lymphocytes

NO nitric oxide free radical (NO')

NOS NO synthase

SNOG S-nitrosoglutathione

Cell Bigchem Funct 2011; 29: 215-226.



(]
[
Lad

HSF70: IMMUNE SIGNAL FOR FADIGUE IN EXERCISE

FATIGUE BEHAVIOR

EXERCISE
CNS
S EXERCISE
i Catecholamines TERM]NA""GN
Histarming
_ CRH
Stress-evoked & |\

feedback

PROTECTION AGAINST

FURTHER DANGEROUS
STRESS

consumption

Muscle \ =

©

Catecholamines
Histamine?
Peripheral CRH?

Inflammatory
State

Figure 1. Possible role of HSP70 as a fatigue signal during exercise. Exercise promotes stimulation of autonomic nervous system leading to increased
catecholamine plasma concentrations which modify redox status in target organs with higher metabolic demands during exercise, such as the liver and skeletal
miuscle. Also, peripheml corticotropin-releasing hormone (CRH) and histamine produced at sympathetic post-ganglionic terminals may be imvolved in
Ivmphocyie stimulation during exercise bouts. The consequent oxidative modification induces intracellular HSPTO expression that prevents tissue damage,
HSPT0 release by the liver may be a metabolic response to plasma glucose alterations as well as to adrenergic stimulation, while lvmphocytes may release
HSPT0 towards the extracellular space (eHSPT0) ﬁnllowmg induction by muscle signals, such as interleukin (IL-6} and glutamine, Within l\rmphwvtes
intracellular HSP70 (increased by chronic adaptions to exercise traini ng,rpl.wq an anti-inflammatory role, while e HSP70 binding to toll-like rece ptors (TLR-2/4)
represents a pro-inflammatory stimulus that may result in a fatigue signal tothe CNS during the higher load bouts of acute or chronic exercise. Then, the balance
between intracellular HSP70 in lymphocytes and its ability of exporting eHSPT0 towards the circulation determines the optimum of exercise-dependent
stimulation of immunoinflammatory function before fatigue has been attained.
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