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REsumMmo

Os objetivos deste estudo foram testar se programas de natacao com intensidades abaixo do limiar de lactato
induzem a expressio de proteinas de estresse (Hsp72) no miocardio de ratos e se a inducdo da expressio de
Hsp72 ¢ distinta nos ventriculos direito e esquerdo. Ratos Wistar foram alocados randomicamente em trés
grupos: controle (C, n = 8); natacdo sem sobrecarga (NSS, n = 8); e natacdao com sobrecarga - 3% do peso cor-
poral (NCS, n = 8). Animais NSS ¢ NCS nadaram 30 minutos/dia, cinco dias/semana, durante sete semanas.
Apbs eutandsia, o cora¢io foi removido, pesado e foram coletados fragmentos dos ventriculos direito (VD) e
esquerdo (VE) para analise dos niveis de Hsp72. O peso relativo do coragao nao foi diferente (p=0,68) entre
os grupos (C=4,52 £ 0,87, NSS= 4,54 + 0,79; NCS=4,72 £ 0,16 mg/g). Os niveis de Hsp72 foram maiores
no VE do grupo NCS do que no C (396,29 * 11,91 vs. 321,04 £ 9,65 unidade arbitraria, respectivamente; p =
0,0000). Hsp72 no VE do grupo NCS foram maiores que no NSS (396,29 £ 11,91 vs. 339,43 + 10,21 unidade
arbitrdria, respectivamente; p = 0,004). Nao houve diferenga de Hsp72 no VD entre os grupos (C=320,02
+ 10,35; NSS=321,53 £ 24,8; NCS=353,08 £ 23,44 unidade arbitraria; p = 0,47). Ndo houve diferenca na
expressao de Hsp72 entre VD e VE nos grupos (C, p=0,94; NSS, p=0,52; NCS, p=0,11). Concluiu-se que o
programa de natagdo com intensidade abaixo do limiar de lactato (3% do peso corporal) induz a expressio de
HSP 72 no miocardio de ratos, especialmente no ventriculo esquerdo.

Palavras-chave: Exercicio. Proteinas de choque térmico. Atividade motora.

1 INTRODUCAO

Diferentes formas de estresse impostas ao orga-
nismo induzem a expressiao celular de proteinas de
choque térmico (HSP), também conhecidas como
proteinas de estresse. Estas proteinas conferem as

forma induzivel da familia das HSP de peso molecu-
lar 70kDa (HSP70), em varios tecidos, entre os quais
os musculos esquelético e cardiaco (ASAMI et al.,
1998; ATALAY et al., 2004; CAMPISI et al., 2003;
LOCKE; NOBLE; ATKINSON, 1990; LUNZ et
al., 2006; MELO et al.,, 2009; MILNE; NOBLE,

células tolerancia aos agentes estressores, exercem
prote¢ao ao organismo contra a desnaturagao protéi-
ca ¢ auxiliam na eliminacdo de proteinas danificadas

(LI et al,, 1991; WELCH, 1992). O exetcicio fisico,
tanto agudo quanto cronico, ¢ um desses agentes es-
tressores que podem induzir a expressdo de Hsp72,

2002; SAMELMAN, 2000;).
A pratica regular de atividade fisica aerébia € alvo
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de vida a baixo custo em varios paises (HASKELL
et al., 2007). Especialmente em relacdo a protecio
do miocardio contra eventos agudos de estresse, um
dos mecanismos associados ¢ o aumento da expres-
sao da Hsp72. Ha evidéncias de que o aumento da
expressio de Hsp72 no miocardio induzido pelo
exercicio agudo ou crénico estd associado a prote¢ao
cardiaca contra eventos de estresse cardiovascular
em ratos (CAMPISI et al., 2003; DEMIREL et al.,
2001; MELLING et al., 2007, apesar desta associa-
cdo nlo ter sido encontrada em ratas (PAROO et al.,
2002; TAYLOR; HARRIS; STARNES, 1999,

Todavia, a indu¢io da expressao de Hsp72 em
resposta ao exercicio parece ser dependente da inten-
sidade e do tipo de exercicio, o que foi evidenciado
em estudos que usaram treinamentos com corrida
voluntaria e corrida forcada em esteira (MELO et
al., 2009; MILNE; NOBLE, 2002; NOBLE et al.,
1999). Entretanto, ndo ¢ de nosso conhecimento,
até o momento, estudos que abordem os efeitos do
treinamento em natacdo com diferentes intensidades
abaixo do limiar de lactato, um estimulo diferente
da corrida, sobre a expressao de Hsp72 no musculo
cardfaco.

Em relacao as adaptacdoes do miocardio ao es-
tresse provocado pela sobrecarga hemodinamica
decorrente do exercicio, sabe-se que a hipertrofia
cardfaca induzida por exercicio ocorre em ambos
os ventriculos, mas em graus diferenciados, sendo
maior no esquerdo do que no direito (MOORE;
KORZICK, 1995). Além disso, o ventriculo esquet-
do trabalha sob maior pressio, se comparado ao
direito, em fun¢do do bombeamento sanguineo para
o corpo (KATZ, 1996).

Assim, este estudo teve como objetivos: 1) testar
se programas de natagdo com intensidades abaixo
do limiar de lactato induzem a expressio de Hsp72
no miocardio de ratos de forma distinta; ¢ 2) testar
se programas de natacdo com intensidades abaixo
do limiar de lactato induzem a expressio de Hsp72
nos ventriculos direito e esquerdo de ratos de forma
distinta.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 ratos Wistar jovens (seis
semanas de idade; peso corporal de ~ 261 g). Os
animais foram alocados randomicamente em trés
grupos, a saber: controle (C, n = 8); natacio sem
sobrecarga (NSS, n = 8); e natacdo com sobrecarga
(NCS, n = 8). Todos os ratos foram alojados em
gaiolas individuais, receberam agua e ragdo pro-
ptia ad libitum, foram mantidos em ambiente com
temperatura média de aproximadamente 25° C e
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submetidos a um regime de luminosidade de 12/12
horas claro/escuro. O peso corporal dos animais
foi monitorado semanalmente.

Este experimento seguiu todas as normas e
cuidados para experimentacio com animais do
Colégio Brasileiro de Experimenta¢io Animal
(COBEA) ¢ foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com animais da Universidade Federal de
Vigosa sob o protocolo n® 03/2009.

2.1 Programas de natagio

Os animais do NSS nadaram em um tanque com
agua a 28 - 30° C (45 cm de profundidade), cinco
dias/semana, durante sete semanas. A duracido da
sessdo de nata¢do foi de 10 minutos no primeiro
dia e foi aumentada em 10 minutos por dia até que
os animais estivessem nadando 30 minutos sem in-
terrupgdo. A partir da segunda semana, os animais
nadaram por 30 minutos/dia, de segunda a sexta-
-feira, até o final da sétima semana.

A progressio e a duracio do programa de nata-
¢ao dos animais do grupo NCS foram iguais as do
grupo NSS, entretanto, a partir da segunda semana,
um colete de lycra com bolso foi vestido no tronco
dos animais deste grupo. Neste colete foi colocada
uma esfera de chumbo com peso correspondente
a 3% do peso corporal do animal, com o qual eles
nadaram até o final da sétima semana. O peso adi-
cional (sobrecarga) foi corrigido semanalmente de
acordo com o ganho de peso corporal do animal.
Ao nadar sem sobrecarga ou com sobrecarga de
3% do peso corporal, o animal exercita a intensi-
dades abaixo do limiar de lactato (GOBATTO et
al., 2001).

Os animais do grupo C também foram coloca-
dos em uma caixa de polipropileno com agua a 28 -
30°C (10 cm de profundidade) nos dias das sessoes
de treino dos outros grupos para vivenciarem o
ambiente dos exercitados.

2.2 Coleta das amostras

Para evitar a resposta aguda do exercicio e pre-
servar a resposta cronica, a eutanasia dos animais,
em camara de dioxido de carbono, foi realizada
48 horas apds a ultima sessdo de exercicio. Apos
remogao, o cora¢ao dos animais teve o peso deter-
minado e, em seguida, foram coletados fragmentos
do ventriculo esquerdo (VE) e do ventriculo direito
(VD), que foram envolvidos em papel aluminio,
identificados, imediatamente congelados em nitro-
génio liquido e armazenados a -80° C para anilise
posterior.



2.3 Extracio das proteinas

Fragmentos das amostras foram retirados do fre-
ezer e, depois de pesados, foram macerados para ob-
tencao de um extrato tecidual, ao qual foi adicionado
o respectivo tampao (composi¢ao 15 mM Tris HCL;
600 mM de NaCl; 1 mM PMSE, pH 7,5). A 60 mg de
extrato, foram adicionados 1200 pl de tampao de ex-
tracdo (proporgio de 1:20). Em seguida, colocaram-
-seasamostras em eppendorfs, os quais foramidenti-
ficados e mantidos em gelo por, aproximadamente,
cinco minutos. Apds esse periodo de incubagio, os
restos celulares foram descartados por centrifugacao
a 14.000 g, a 4° C, durante 20 minutos, ¢ o sobre-
nadante foi armazenado a - 20° C. Os extratos de
proteinas totais foram quantificados de acordo com
o método de Bradford (1976), utilizando-se as trés
réplicas preconizadas.

2.4 Eletroforese SDS-PAGE

Eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE)
com detergente dodecil sulfato sédio (SDS) foi re-
alizada, essencialmente, como descrita por Laemmli
(1970). O extrato de proteina foi incubado por cinco
minutos, a 100° C, em tampao da amostra [glicerol
10% (v/v), SDS 2,3%, azul-de-bromofenol 0,25%,
2-mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCl 0,0625
mol/L, pH 6,8], antes de ser aplicado no gel. A ele-
troforese foi conduzida por, aproximadamente, 16
horas, a 48 V, no tampao de corrida [Tris-HCI 0,025
mol/L, glicina 0,2 mol/L, EDTA 1 mmol/L e SDS
3,5 mmol/L]. Esse procedimento foi realizado para
obtencao de trés géis. Um desses foi corado com
solucio corante [metanol 40% (v/v), CH3COOH
7,5%(v/v)ecoomassiebrilhantblueR-2500,01%] pot,
aproximadamente, 12 horas e descorado em solucio
descorante [metanol 10% (v/v) e 4dcido acético 7,5%
(v/v)]. Os outros dois géis foram submetidos a
técnicade imunoblotting, paraverificarse oanticorpo
Monoclonal Anti-HeatShock Protein70contraHsp72
de animais era capaz de reconhecer a proteina de
interesse.

2.5 Imunoblotting

As proteinas foram transferidas para uma mem-
brana de nitrocelulose, usando-se o sistema de
transferéncia da Brorap (EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Apos a transferéncia (em
aproximadamente uma hora a 0,70 amperes cons-
tantes), a membrana de nitrocelulose foi imersa em
solucio de bloqueio (caseina — Non-fat Dry Milk,
BioRad) por uma hora. Em seguida, foram feitas

quatro lavagens, por 15 minutos cada, a temperatura
ambiente, com TBS-T [Tris-HCI 0,01 mol/1., NaCl

1,5 mmol/L, Tween-20 0,1% (v/v), pH 7,6]. A mem-
brana foi incubada com o anticorpo Monoclonal
Anti-Heat Shock Protein 70 (SiGma), numa diluicdo
1:5.000 por trés horas sob agitacdo. Apds o perfodo
de incubacdo, a membrana foi lavada com TBS-T
quatro vezes, por 15 minutos cada e, em seguida,
incubada com o anticorpo Anti-Mouse IgG (fos-
fatase alcalina - S1GMA), numa diluicao de 1:10.000,
por aproximadamente duas horas. A membrana foi
lavada extensivamente com TBS-T, novamente por
quatro vezes de 15 minutos cada e, subseqiientemen-
te, incubada com tampao da enzima (Tris-HCI 0,1
mol/L, pH 9,8, NaCl 0,1 mol/L, MgCl, 0,5 mol/I.)
por dez minutos. A atividade da fosfatase alcalina
foi detectada, usando-se os substratos NBT (azul-
-nitro-tetrazolium, Gisco/Brr) e BCIP (5-bromo-4-
-cloro-3-indolil-fosfato, Gisco/BRrr). As bandas dos
imunoblottingsforamquantificadaspormeiodedensi-
tometria computadorizada utilizando-se o Personal
Densitometer equipado com o programa Image
Quant, versdo 5.2 (Molecular Dinamics — EUA).

2.6 Tratamento estatistico

Os dados sdo expressos em média £ erro padrdo
da média. As comparagdes entre as médias dos trés
grupos experimentais para as variaveis: peso corpo-
ral, peso do coragio e niveis de Hsp72 nos VE e
VD foramfeitasusando-se ANOVA one-way,seguida
do teste post hocde Bonferroni. As comparacdes dos
niveis de Hsp72 entre os VE e VD de cada grupo
foram feitas usando-se o teste ¢ para dados nio
pareados. A expressao de Hsp72 é apresentada em
valores absolutos. O nivel de significancia adotado

foi de p = 0.05.

3 RESULTADOS

Os resultados referentes aos pesos corporais e
do cora¢io dos animais sao apresentados na Tabela
1. Nio houve diferenca estatisticamente significa-
tiva entre os pesos corporais iniciais dos animais
dos grupos (p = 0,76). Da mesma forma, o peso
corporal final ndo foi diferente entre os grupos (p
= 0,77). O peso absoluto do coracio dos animais
dos grupos experimentais nio apresentou diferen-
¢a estatisticamente significante (p = 0,94). O peso
relativo do coragdo (razdo entre peso do coragio e
peso corporal final) é um indice usado para indicar
hipertrofia cardfaca. Observou-se que nao houve di-
ferenga estatisticamente significativa (p = 0,68) entre
o peso relativo do corag¢ao dos animais dos trés gru-
pos experimentais. Isto indica que os programas de
nata¢io usados no presente experimento nao foram
suficientes para promover hipertrofia cardiaca.
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TABELA 1

Peso corporal e do coragdo dos animais dos grupos experimentais

C (n=8) NSS (n=8) NCS (n=8)
PC inicial (g) 261,63 * 2,67 260,25 * 3,25 261,63 + 2,67
PC final (g) 32529 + 4,08 330,00 + 6,22 320,63 + 6,65
PCor (mg) 1511,67 + 42,34 1496,25 + 62,73 1515,00 + 56,34
PCor/PC final 4,52 + 0,87 4,54 + 0,79 472+ 0,16

Dados expressos em média = EPM. C, grupo controle. NSS, grupo natacio sem sobrecarga. NCS, grupo natacio com sobrecarga de 3% do peso
ti ) i) (; t=) b §‘J ¥ §.>

corporal. PC, peso corporal. PCor, peso do coragio.
Fonte - Os autores (2010).

Os niveis de Hsp72 nos trés grupos experimentais
estdo apresentados no Grafico 1. Observou-se que o
programa de natagao com sobrecarga (NCS) aumentou
os niveis de Hsp72 no VE dos animais, quando com-
parados aos do grupo C (396,29 £ 11,91 vs. 321,04 *
9,65 unidade arbitraria, respectivamente; p = 0,0000). Da
mesma forma, os niveis de Hsp72 no VE dos animais
do grupo NCS foram maiores que os do grupo NSS

(396,29 £ 11,91 vs. 339,43 £ 10,21 unidade arbitraria,
respectivamente; p = 0,004). Todavia, os programas de
natacao nao aumentaram os niveis de Hsp72 no VD dos
animais dos grupos NSS e NCS, comparados aos do
grupo C (321,53 £ 24,8 vs. 353,08 & 23,44 vs. 320,02 £
10,35 unidade arbitraria, respectivamente; p = 0,47).
Hsp72 em niveis supetiores.

Grdfico 1 - Niveis de proteinas de estresse (Hsp72) nos ventriculos direito (VD) e esquerdo (VE) de ratos Wistar. Os niveis de Hsp72 foram

obtidos por medicdo da densidade dos immunoblots. Os valores sdo expressos em valores absolutos. VD, ventriculo direito; VE,

ventriculo esquerdo; C, grupo controle; NSS, grupo nataciio sem sobrecarga, NCS, grupo natacio com sobrecarga. *, denota
diferenca dos valores do VE dos grupos Ce NSS (p < 0,003).
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Fonte - Os autores (2010).

Os dados mostram também (Grafico 1) que nao
houve diferenca estatisticamente significativa da ex-
pressdo de Hsp72 entre os VE e VD nos trés grupos
experimentais (C, p=0,94; NSS, p=0,52; NCS, p=0,11).

4 DIscuUssAO

O primeiro objetivo deste estudo foi verificar se pro-
gramas de treinamento nata¢ao com intensidades abaixo
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do limiar de lactato induzem a expressao da Hsp72 no
miocardio de ratos. Nossos dados mostram que apenas o
programa de natacao com sobrecarga (NCS, 3% d0 peso
corporal) aumentou significativamente a expressao de
Hsp72 no VE (23,44 %). Este efeito nio foi observado
nos animais do grupo NSS. Isto indica que o exercicio
sem sobrecarga nio foi intenso bastante para causar
estresse intracelular que pudesse induzir a expressao de



O aumento da expressio de Hsp72 em resposta
a0 exercicio é devido a ocorréncia de vatios eventos
fisiologicos e metabolicos em nivel celular (por exemplo,
aumento da temperatura, hipoxia, estresse oxidativo,
aumento da concentragiao de cdlcio e reducio do pH)
durante o exercicio que podem, isoladamente ou em
conjunto, induzir a expressao de Hsp72. Todavia, estes
eventos sdo influenciados pela intensidade e duragdo
do exercicio (NOBLE, 2002; WHITHAM; FORTES,
2008). Por Exemplo, estudo com treinamento realizado
em esteira rolante apresenta evidéncias que a indu¢ao da
expressao de Hsp72 no miocardio de ratos é dependente
da intensidade (MILNE; NOBLE, 2002). A intensidade
da natagdo para ratos pode ser controlada pela adi¢ao de
sobrecarga (%o do peso corporal) aos animais. Existe a
indica¢do de que para o animal exercitar no seu limiar de
lactato esta sobrecarga deve ser de 5% do peso corporal
(GOBATTO et al, 2001). No presente estudo foram
utilizadas intensidades abaixo do limiar de lactato (0 e
3% do peso corporal). Nossos dados corroboram aque-
les reportados no estudo com esteira rolante (MILNE;
NOBLE, 2002). Entretanto, ratos submetidos a natacio
até a exaustdo, numa Unica sessao, N0 apresentaram
diferenca significativa nos niveis de expressao de Hsp72
nos coragoes, comparados aos do grupo controle sem
exercicio (HAMMOND; LAL; MARKERT, 1982).

O segundo objetivo do presente estudo foi verificar
se a expressio da Hsp 72 no musculo cardiaco, em
resposta aos programas de natacdo utilizados, possui
regulacdo espacial. Apesar de o VE trabalhar sob
maior pressdo, se comparado ao VD, em fun¢iao do
bombeamento sanguineo para o corpo (KATZ, 1990),
e do aumento na expressio de Hsp72 em resposta ao
treinamento de natacdo ter sido significativo apenas no
VE, observamos que nio houve distin¢ao regional signi-

ficativa (VE vs. VD) na induc¢ao da expressao de Hsp72.
Embora as adaptacoes do musculo cardiaco ao exercicio
sejam mais pronunciadas no VE, o que reflete o estresse
intracelular distinto imposto pela carga mecanica sob
a qual as fibras trabalham durante o exercicio, todas as
fibras do miocardio sdo recrutadas a cada batimento, e
o trabalho do corac¢io cresce linearmente em funcio do
aumento da contratilidade e da frequéncia cardiaca em
ambos os ventriculos. Estes dados confirmam resulta-
dos reportados em estudos prévios onde foram usados
treinamentos com corrida em esteira e voluntaria em
nosso laboratério (MELO et al., 2009) e em outros locais
(NOBLE et al,, 1999).

Se observarmos resultados de estudos anteriores que
associam o aumento da expressao de Hsp72 divido ao
exercicio fisico regular com a prote¢do do miocardio
contra eventos de estresse (CAMPISI et al.,, 2003; DE-
MIREL etal., 2001; MELLING et al., 2007), parece que
o exercicio em intensidades abaixo do limiar de lactato,
especialmente com carga de 3% do peso corporal, tam-
bém pode exercer tal protecio nestes animais, apesar de
ndo termos avaliado este parametro no presente estudo.

5 CoNCLUSAO

Concluiu-se que o programa de natacdo com inten-
sidade abaixo do limiar de lactato (3% do peso corporal)
induz a expressio de HSP 72 no miocardio de ratos,
especialmente no ventriculo esquerdo.
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Effects of swimming training below lactate threshold on the expression of stress proteins (hsp72) in the

myocardium of rats

ABSTRACT

We tested whether swimming training regimes of different intensities bellow the anaerobic threshold induce
expression of stress protein (Hsp72) in rat’s myocardium; and if the expression of Hsp72 differs between left and
right ventricles. Wistar rats (6 weeks of age, body weight of ~ 261 g) were allocated into three groups: control (C,
n = 8); unloaded swimming (NSS, n = 8); and loaded swimming - 3% body weight (NCS, n = 8). Animals from
NSS and NCS swam 30 min/day, 5 days/week, during 7 days. At sacrifice the heart was removed and weighed.
Fragments of right (RV) and left ventricles (V) were harvested and the levels of Hsp72 determined. The heart
weight to body weight ratio did not differ among C, NSS and NCS groups (4.52 + 0.87; 4.54 £ 0.79; 472 + 0.16
mg/g, respectively). The LV levels of Hsp72 were higher in NCS group than in C (396.29 + 11.91 vs. 321.04 + 9.65
arbitrary unit, respectively, p = 0.0006). The LV levels of Hsp72 were higher in NCS than in NSS (396.29 + 11.91 vs.
339.43 £ 10.21 arbitrary unit, respectively; p = 0.004). There was no difference in RV levels of Hsp72 among groups
(C=320.02 £ 10.35; NSS=321.53 * 24.80; NCS=353.08 * 23.44 arbitrary unit; p = 0.47). There was no difference in
Hsp72 levels between RV and LV among groups (C, p=0.94; NSS, P=0.52; NCS, p=0.11). It was concluded that the
swimming training program with intensity bellow the anaerobic threshold (3% body weight) induces expression of
Hsp72 in the rat myocardium, especially in the left ventricle.

Keywords: Exercise. Heat-shock proteins. Motor activity.
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