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Introducéo

Desafios causam aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio que, quando produzidas em
excesso, colocam em risco a funcionalidade e a viabilidade celular, predispondo o organismo ao
estresse oxidativo (Ferreira et al., 2007). A exposicao celular a estresses pode aumentar a sintese de
proteinas de choque térmico (HSP), em especial a HSP70 (70kDa) (De Maio et al., 2012), que é
encontrada em diferentes compartimentos celulares e atua como chaperona molecular,
desempenhando papel fundamental na manutencdo da homeostase celular, protegendo os tecidos
contra lesdes, modulando a inflamag&o celular e promovendo a cicatrizagdo tecidual (Atalay et al.,
2009; Kim e Yenari, 2013).

O aumento da expressdao da HSP70, em resposta ao tratamento com choque térmico, promove a
melhora na sinalizacdo celular da insulina, a diminui¢do do estresse celular, efeito cardioprotetor,
entre outros (Geiger e Gupte, 2011). Entretanto, a HSP70 também pode ser exportada para 0 meio
extracelular (eHSP70), onde esta proteina tem sido descrita como marcador de um estado pro-
inflamatdrio, relacionada a diversas patologias e a um estado de estresse celular (Gelain et al.,
2011). Neste contexto, a HSP70 é exportada com maior intensidade para o meio extracelular
quando o organismo é submetido a situacdes de estresse em especial pelos tecidos hepatoesplénico
e cerebral (Febbraio et al., 2002; Lancaster et al., 2004).
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Estando o estresse oxidativo aumentado em situacfes de estresse, assim como a eHSP70, o objetivo
deste trabalho é verificar o dano oxidativo hepatico e conteudo de eHSP70 plasmatico em modelo
experimental de chogue térmico.

Metodologia

Animais: 41 Ratos Wistar machos, com idade entre 2,5 a 3 meses, provenientes do Biotério da
UNIJUI, mantidos em gaiolas semi-metabélicas, com temperatura e umidade do ar controladas
(22+£2°C; 50% a 60%), ciclos de 12 horas claro/escuro, racdo padrdo (Nuvilab CR-1) e agua ad
libitum.

Os animais foram divididos em dois momentos experimentais. Experimento 1: 24 animais divididos
em grupo controle (CTRL, n= 12) e choque térmico (HS, n= 12), nos quais foi verificado a
concentracdo plasmatica de HSP70. Experimento 2: 17 animais divididos em grupo CTRL (n=8) e
HS (n=9) para anélise do dano oxidativo hepatico.

Todos os animais foram anestesiados com Ketamina (90mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (10mg/ml)
(ip). Os animais do grupo HS foram colocados em um recipiente com &gua (42°C), ficando com o
corpo (exceto cabeca e membros dianteiros) imerso. Apos elevacao da temperatura retal até 41°C os
animais permaneceram nesta condicdo durante 15 minutos. Entdo, foram retirados da agua, secados
e protegidos para evitar hipotermia. Os animais do grupo CTRL, depois de anestesiados, tiveram a
temperatura retal aferida e protegidos de hipotermia. A temperatura corporal dos animais foi
monitorada via retal (termémetro digital). Apds a recuperacdo da anestesia, 0s animais receberam
3mL de solucdo de NaCl 0,9% (v.0.), para evitar a desidratacao.

Os animais foram mortos com guilhotina nos tempos de 06, 12 e 24 horas apds o choque térmico,
coletado o sangue (em recipientes contendo EDTA 1mg/ml e inibidores de protease, para coleta do
plasma) e o figado (homogeneizadas em Tampédo Kpi pH 7,4, com inibidores de protease).

A concentracdo de HSP70 foi determinada no plasma (Kit Enzo life EKS-715, no FisCel/lURFGS) e
a analise do dano oxidativo no figado foi realizada pelo método de TBARS, por espectrofotometria
a 535 nm (Buege e Aust, 1978). A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

Anélise estatistica: Utilizou-se o programa GraphPad 3.0. Os resultados foram expressos em
médiaxzDP, para andlise foi utilizado teste T de Student (unicaudal) considerando nivel de
significancia estatistica p<0,05.

Resultados e discusséo

Os niveis de HSP70 no plasma (ng de eHSP/ml de plasma) ndo foram diferentes entre os animais
dos grupos CTRL e HS nos tempos experimentais de 06 horas &#61531;(CTRL (5,98+3,75 ng/ml);
HS (6,28+4,74 ng/ml), (p=0,472)&#61533; e 12h apds o choque térmico &#61531;CTRL (0,71+0
ng/ml); HS (12,16+13,48 ng/ml) (p=0,0704)&#61533;. Diferentemente, no tempo experimental de
24h apo6s o choque térmico, a concentragdo plasmética de eHSP70 é maior no grupo submetido
choque térmico (HS=15,90+9,07 ng/ml vs CTRL=5,52+3,29 ng/ml, p=0,0375). De maneira similar,
o0s resultados relativos ao dano oxidativo (nmol de MDA/mg de prot), ndo foram diferentes entre os
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grupos nos tempos experimentais de 06h (CRTL=0,215+0,046 vs HS=0,214+0,019 nmol de
MDA/mg de prot, p=0,4863) e 12h apos o choque térmico CTRL=0,190+0,074 vs HS=0,188+0,053
nmol de MDA/mg de prot, p=4834). No tempo experimental de 24h apds o choque térmico, 0s
resultados apresentados pelos animais do grupo HS (0,327+0,029 nmol de MDA/mg de prot)
indicam maior dano oxidativo hepatico (p=0,0006) quando comparados aos animais do grupo
CTRL (0,190+0,004 nmol/mg de prot).

Como descrito acima, os animais dos grupos CTRL e HS ndo apresentam diferenca em relacdo ao
dano oxidativo hepatico e na concentracdo plasmatica de HSP70, determinada 06 e 12h apos o
choque térmico, sugerindo ndo haver resposta diferente, nos parametros avaliados, entre os animais
submetidos ao estresse celular (hipertermia) e os animais controle, nestes tempos experimentais.
Contudo, os resultados apontam para uma resposta mais tardia, ou seja, 24h apo6s o tratamento se
observa dano oxidativo hepatico e aumento da concentracdo plasmatica de HSP70 nos animais
submetidos a hipertermia, sugerindo possivel relacdo entre o dano oxidativo e aumento de HSP70
no plasma. Gelain e cols (2011), estudando a sepse, mostraram relacdo semelhante, ou seja,
observaram que a concentracdo plasmatica de HSP70 pode ser modulada de acordo com o estado
oxidativo dos pacientes sépticos, nos quais um perfil pré-oxidante (maior dano oxidativo) se
correlaciona com niveis séricos de HSP70 mais elevados e, dentre estes, uma maior taxa de
mortalidade.

Em estudo com protocolo de choque térmico semelhante ao utilizado neste trabalho, os
pesquisadores constataram que a terapia de choque térmico aumenta os niveis de HSP70
intracelular até um periodo de 24h no figado, masculo esquelético e tecido adiposo, diminuindo
apos 24h (Chung et al., 2008). Sabe-se também que a terapia de choque térmico e 0 aumento da
expressdo da HSP70 no ambiente intracelular é capaz de melhorar a sinaliza¢do insulinica e a
defesa antioxidante, além de diminuir os fatores oxidantes em musculo esquelético (Chung et al.,
2008; Geiger e Gupte, 2011). Considerando a correlacdo entre dano oxidativo e 0 aumento da
HSP70 plasmatica, as acdes protetores da HSP70 intracelular e o fato de que a sua concentracao se
encontra diminuida dentro das células ap6s 24h do choque térmico e os resultados encontrados em
nosso estudo, podemos sugerir que no periodo de 24h apds o desafio (hipertermia), ressalta-se uma
importante liberacdo desta proteina, predispondo as células hepéticas ao dano oxidativo. Por outro
lado, pode ser o préprio dano oxidativo a causa para a liberacdo de HSP70. Outros estudos seréo
necessarios para confirmar o efeito da HSP70 sobre o estresse oxidativo hepatico, é possivel
visualizar uma relagéo entre o aumento da HSP70 e o dano oxidativo em condicGes de hipertermia.

Concluséao

O choque térmico produz aumento da concentracdo plasmatica de HSP70 e maior dano oxidativo
hepético no periodo de 24 horas apés o desafio (hipertermia), sugerindo uma possivel relagdo entre
estas respostas.

Palavras chave: HSP70, estresse oxidativo, hipertermia.




Ciéncia « Saude « Esporte - "
annal

Modalidade do trabalho: Relatdrio técnico-cientifico
Evento: XXI Seminario de Iniciagdo Cientifica

6SALAO DO  uNyui2013 “;js

Referencias Bibliogréaficas

ATALAY, M. et al. Heat shock proteins in diabetes and wound healing. Curr Protein Pept Sci, v.10,
n.1, p.85-95, 2009.

CHUNG, J. et al. HSP72 protects against obesity-induced insulin resistance. Proc Natl Acad Sci
USA, v.105, n.5, p.1739-44, 2008.

DE MAIO, A. et al. Ferruccio Ritossa’s scientific legacy 50 years after his discovery of the heat
shock response: a new view of biology, a new society, and a new journal. Cell Stress Chaperones,
v.17,n.2, p.139-43, 2012.

FEBBRAIO, M.A. et al. Exercise induces hepatosplanchnic release of heat shock protein 72 in
humans. J Physiol, v.544, n.3, p.957-62, 2002.

FERREIRA, F. et al. Stress oxidativo e dano oxidativo muscular esquelético: influéncia do
exercicio agudo inabitual e do treino fisico. Rev Port Cien Desp, v.7, n.2, p.257-275, 2007.
GEIGER, P.C.; GUPTE, A.A. Heat shock proteins are important mediators of skeletal muscle
insulin sensitivity. Exerc Sport Sci Rev, v.39, n.1, p.34-42, 2011.

GELAIN, D.P. et al. Serum heat shock protein 70 levels, oxidant status, and mortality in sepsis.
Shock, v.35, n.5, p.466-70, 2011.

KIM, J.Y.; YENARI, M.A. The immune modulating properties of the heat shock proteins after
brain injury. Anat Cell Biol, v.46, n.1, p.1-7, 2013.

LANCASTER, G.I. et al. Exercise induces the release of heat shock protein 72 from the human
brain in vivo. Cell Stress Chaperones, v.9, n.3, p.276-80, 2004.




