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Resumo: A temperatura corporal ¢ uma das variaveis fisioldgicas mais estritamente controlada, mas
que pode modificar-se significativamente por influéncia farmacoldgica, a qual, neste caso, passa a
depender da temperatura do ambiente externo. Este trabalho objetiva desenvolver um protocolo
experimental para estudo da HSP70, no meio extracelular (¢HSP70) . A amostra foi composta por 28
ratos Wistar machos com idades entre 2,5 a 3 meses, provenientes do biotério da Unijui. Os animais
foram mantidos em gaiolas semi-metabdllicas, em ambiente com temperatura controlada (22 +2°C),
iluminagdo artificial, com ciclos de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, recebendo dgua e ragdo ad
libitum. Estes animais foram divididos em dois grupos, grupo controle (CTRL) e grupo choque
térmico (HS), que foram submetidos a um protocolo experimental de HS. O grupo HS respondeu ao
experimento elevando sua temperatura corporal, fazendo um pico de temperatura atingindo os 41,3°C.
Pode ser observado também aumento dos niveis de eHSP70 nos animais submetidos ao HS
especialmente 6h e 12h apds o choque térmico. Os resultados preliminares sugerem que este protocolo
podera ser usado para o estudo de eHSP70.
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Introdugao

A temperatura corporal ¢ uma das varidveis fisioldgicas mais estritamente controlada, apresentando um
valor relativamente constante em condicdes fisiologicas, mas que pode modificar-se significativamente
em situagdes de anormalidade metabdlica e por influéncia farmacoldgica (Souza e Costa, 2005).

Neste sentido, o controle da temperatura corporal depende de fatores internos e a interagdo com o
ambiente externo. O centro regulador da temperatura corporal localiza-se no hipotdlamo, o qual
estimula a termogénese (geracdo de calor) e a termolise (dissipag@o de calor). Uma grande fracdo de
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estimulos determinantes de respostas comportamentais termorreguladoras ¢ originada nos
termorreceptores periféricos, sensiveis a estimulos térmicos ambientais. Os mecanismos centrais e
periféricos funcionam conjuntamente para condicionar a temperatura corporal em torno de 35,5°C a
37°C, sendo, portanto, um condicionamento normal de temperatura corporal (Douglas 2002).
O centro termorregulador hipotalamico pode ter seu funcionamento alterado em virtude da
administracdo de anestésicos, principalmente aqueles com caracteristica de anestesia geral. Os efeitos
destes farmacos acarretam diminui¢do na atividade neuronal atingindo o centro de regulacdo térmica,
aumentando os limites de tolerancia da homeostase da temperatura central corporal, a qual passa a
depender da temperatura do ambiente externo (Souza e Costa, 2005).
Ao longo do processo evolutivo os organismos foram desenvolvendo mecanismos que deflagram
respostas de protecao frente aos fatores estressores, também referidas como resposta celular ao estresse.
Neste sentido, a temperatura em que se determina um choque térmico estd na margem de uma
temperatura corporal de 40 a 42°C (Horowitz, 2002; Gordon, 1993). A resposta ao choque térmico
caracteriza-se pela sintese de proteinas denominadas proteinas de choque térmico (HSP, do inglés heat
shock protein).
As HSPs sdo encontradas nos mais diferentes compartimentos celulares e atuam como chaperonas
moleculares. Sdo expressas em estado fisioldgico normal, no entanto, a sintese e concentracdo destas
proteinas no meio intracelular (iHSPs),¢ intensificada pelo choque térmico. Elas desempenham papel
fundamental na homeostase celular, protegendo os tecidos contra lesdes, reparando proteinas
danificadas, modulando a inflamacdo da célula, e promovendo a cicatrizagdo do tecido lesado
(Benjamin, 1998; Heck., 2011; Atalay, 2009). Entre as HSPs, destaca-se a HSP70, uma proteina de
choque térmico de 70 kDa.
Quando localizada no ambiente intracelular a HSP70 apresenta fungdes citoprotetoras e
antiinflamatorias, porém quando exportada e circulante no plasma (eHSP70) parece apresentar fungao
importante na resposta do sistema imune, pois nesta condi¢do esta associada a situagdes de estresse,
incluindo inflamacdo, infecgdes bacterianas e virais, desempenhando papel pré-inflamatério (Schmitt et
al., 2007; Heck, 2011). E possivel mencionar que o aumento da eHSP70 pode representar um quadro
pro-inflamatorio pois, a concentragido elevada desta proteina no ambiente extracelular pode ser um
fator deflagrador de processos inflamatorios ou uma consequéncia de uma inflamagao ja estabelecida
no organismo (Heck, 2011).
No entanto, ainda ndo esta claro a relevincia clinica da presenga da eHSP70 no sangue. Neste sentido,
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo experimental para estudo do papel desta
proteina no ambiente extracelular.

Metodologia

Animais: Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, com idade entre 2,5 a 3 meses, provenientes do
Biotério da UNIJUI — Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul. Os
animais foram mantidos em gaiolas semi-metabdllicas, em ambiente com temperatura controlada (22
+2°C), umidade relativa do ar entre 50% e 60% e iluminagdo artificial com ciclos de 12/12 horas de
claro/escuro. Os animais receberam ragdo padronizada para animais de laboratorio (Nuvilab CR-1) e
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agua ad libitum. Os experimentos ocorreram no Laboratdrio de Ensaios Biologicos da Unijui (LEBi0)
com ambiente climatizado em 22+2°C.
Destes animais, 04 foram utilizados para acompanhamento da temperatura corporal e¢ 24 foram
utilizados para andlise da expressdo de proteinas de choque térmico.
Grupos experimentais: Para avaliacdo da expressdo das proteinas de choque térmico, os 24 animais
foram divididos em grupo controle (CTRL) e grupo (HS), o qual foi submetido ao choque térmico
(HS) e, posteriormente dividido nos grupos dos distintos tempos pds-HS, conforme demonstrado na
tabela 1.

Caracterizagdo dos grupos experimentais

Para o acompanhamento da variagdo da temperatura, 04 animais foram avaliados 30 minutos antes do
inicio (Pré), durante (HS) e 30 minutos ap6s (P6s) o banho com dgua a 42&#61616;C.

Administragdo dos Anestésicos: Todos os animais foram anestesiados com Ketamina 10% (DOPALEN
injetavel — frasco com 1g ketamina base/10ml — Lab. Vetbrands) na dose de 0,02mg/kg e Xilazina 2%
(KENSOL - cloridrato de xilazina a 2%- Lab. Kénig), na dose de 90mg/kg, via intraperitoneal (i.p.),
cerca de 5 minutos antes do inicio do choque térmico. Conforme Souza e Costa (2005), a anestesia
reduz a eficacia de regulacdo da temperatura corporal dos animais, sendo assim os mesmos passam a
realizar endotermia com o meio.

Protocolo de Choque Térmico: Durante todo o procedimento a temperatura corporal dos animais foi
monitorada por via retal, sendo aferida com termometro digital (Techline). Os animais do grupo HS
foram colocados em um recipiente com dgua a uma temperatura de 42°C, ficando com o corpo (exceto
cabeca e membros dianteiros) imersos na agua. Apds elevagao da temperatura retal até 41°C os animais
permaneceram nesta condicdo durante 15 minutos. Entdo foram retirados do banho, secados e
protegidos com panos secos para evitar hipotermia. Os animais do grupo CTRL, depois de
anestesiados, tiveram a temperatura retal aferida e foram também protegidos de hipotermia. Apds a
recuperagdo da anestesia, todos os animais receberam 3mL de solugdo de NaCl 0,9%, por gavagem,
para evitar a desidratacao.

Eutanasia e coleta de amostras: Os animais foram mortos com guilhotina nos diferentes tempos 6h,12h
e 24h apo6s choque térmico para coleta de sangue com Heparina Soédica (HEPAMAX- heparina sddica
5000U.I./ml —Lab. Blaiisiegel). As amostras de sangue foram centrifugadas em centrifuga
hematoldgica a 3000 RPM por 5 min para coleta do plasma. As carcagas dos animais foram
armazenadas em freezer, para posterior entrega ao servigo de coleta de residuos da UNIJUI.

Dosagem de Proteinas: A concentragdo de proteinas no plasma foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Bradford, a 595nm, utilizando curva padrao de albumina (1mg/ml) (Bradford,
1976).
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Expressao de eHSP70: A expressao de eHSP70 do plasma foi avaliada em ambos os grupos
experimentais por Western Blotting, eletroforese SDS-PAGE (Laemmli, 1970), com uso de anticorpo
monoclonal anti-HSP70 (Sigma H5147) (1:1000), com segundo anticorpo contento peroxidase (Sigma
A9044). Os procedimentos foram realizados com Snap-id (Millipore). A concentragdo de eHSP70 foi
expressa em unidades arbitrarias da relagado eHSP70/Albumina.
Analise Estatistica: Utilizou-se o programa GraphPad 3.0. Os resultados foram expressos como médias
&#61617; EPM, seguidos por teste t de Student para comparacdo das médias entre os grupos/condicao,
considerando nivel de significancia estatistica de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

Os animais anestesiados responderam ao protocolo de choque térmico elevando sua temperatura
corporal, apresentando pico de temperatura média de 41,3°C. Transcorridos 30 minutos desde o final
do choque térmico, a temperatura corpdrea dos animais retornou ao valor normal conforme a figura 1.

Temperatura corporal (retal) de animais antes (pré), durante (HS) e depois (p6s) do choque térmico. Dados expressos em
média+ EPM. *diferenga emrelago ao tempo pré e pos. P<0.001

Conforme apresentado na Figura 2, a concentracdo de eHSP70 6h e 12h apds o choque térmico
encontra-se elevada se comparada com os respectivos valores dos grupos controle (CTRL), enquanto
que, 24 horas apo6s o choque térmico os niveis de HSP no plasma sdo semelhantes aos animais que
permaneceram a temperatura ambiente.
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Nivel de eHSP70 no plasma de animais 6, 12 ¢ 24 horas apds tratamento com choque térmico

Conforme apresentado na Figura 2, a concentracdo de eHSP70 6h e 12h apds o choque térmico
encontra-se elevada se comparada com os respectivos valores dos grupos controle (CTRL), enquanto
que, 24 horas apds o choque térmico os niveis de HSP no plasma sdo semelhantes aos animais que
permaneceram a temperatura ambiente.

Conclusao
Os resultados preliminares sugerem a utilizagdo deste modelo experimental para estudos do papel da
HSP70 no ambiente extracelular.
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