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RESUMO 

As proteínas de choque térmico (HSP) são sintetizadas pelas células em 

resposta a várias condições de extresse, como, por exemplo, o exercício físico 

exaustivo. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o conteúdo 

protéico das HSPs 27, 60, 70 e 72 em diferentes períodos após sessão única 

de exercício (corrida) em esteira no músculo gastrocnêmio e sóleo de ratos. 

Para tal, 45 Ratos Wistar machos, com 90 dias de vida, foram submetidos a 

protocolo de exercício (baixa-moderada intensidade) em esteira com 

velocidade e inclinação final de 21m/min e 5° , respectivamente e sacrificados 

após 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas, após o término do exercício. A 

expressão das HSPs foi determinada por meio do uso da técnica de Western 

Blotting, utilizando anticorpos específicos. O software SCION IMAGE foi 

utilizado para leitura da densidade óptica dos espectros. Reduções de 62,39%; 

45,27%; 53,01% foram observadas nos períodos 0, 1 e 2 horas após o término 

do exercício na síntese da HSP 60 no músculo gastrocnêmico. Por outro lado, 

o conteúdo das HSP 72,73 e 27 não apresentaram alterações estatisticamente 

significantes no conteúdo proteíco. Em relação ao músculo sóleo, o conteúdo 

da HSP 60 aumento de 160,22% (4 horas) e 166,12% (72 horas) e a HSP72 

184% (4 horas). Os dados sugerem que o exercício de Baixa-moderada 

intensidade pode promover alteração no conteúdo protéico das HSPs no 

músculo sóleo e gastrocmênico.   

 
 
 
 
 
 
Palavra chave: HSP, exercício físico e conteúdo protéico. 
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ABSTRACT 

 
The Heat Shock Proteins (HSP) are synthesized by the cells in reply to some 

conditions of stress, as for example, the exhausting exercise. Of this form, the 

objective of the present study is to evaluate the expression of HSPs 27, 60, 70 

and 72 in different periods after only session of exercise in treadmill in the rats 

soleo and gastrocnemic muscle. For such, 45 male Wistar Rats, with 90 days of 

life, had been submitted to the protocol of moderate low exercise in treadmill 

with speed and inclination final of 21m/min and 5º respectively and sacrificed 

after 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours after exercise. The protein content of 

the HSPs was determined through the use of the technique of Western Blotting, 

having used specific antibodies. Software SCIO IMAGE was used for reading of 

the optic density of the specters. Reductions for the 62,39%, 45,27% and 

53,01% they had been observed in the periods 0, 1 and 2 after finish exercise in 

the synthesis of HSP60 gastrocnemic muscle. On the other hand, the content 

HSP72, 73 3 27 they had not presented significant statistics on the protein 

content. In relation to the soleo muscle the content HSP60 increase of the 

160,22% (4 hours) and 166,12% (72 hours) the HSP72 184% (4 hours). The 

data suggest that the exercise of low moderate intensity can promote alteration 

in the protein content of the HSPs in muscle soleo and gastrocnemic. 

 

 

 

 

Key words: HSP, exercise and protein content 

 



 1 

1 – INTRODUÇÃO 

A homeostasia celular é controlada por inúmeros mecanismos biológicos 

que tem como principal função manter o meio-interno. Alterações na 

homeostasia como a não regulação térmica e química pode resultar em um 

processo denominado desequilíbrio fisiológico.  

Durante o exercício físico o organismo é submetido a um desequilíbrio 

devido à queda do pH, aumento da temperatura, alterações de resíduos 

metabólicos, aumento da demanda energética entre outros. Em resposta, 

mecanismos de defesa e reparo (hormonais, metabólicos, apoptóticos, 

imunológicos) são ativados.  

O aumento do consumo de oxigênio (O2) durante o esforço físico, induz 

o aumento da formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Zoppi et al., 

1993). Nesse sentido Jenkins & Goldfarb, (1993), verificaram que 2 a 5% do O2 

consumido dão origem a EROs no qual contribuem efetivamente para o 

desequilíbrio intracelular devido sua capacidade de oxidação lipídica podendo 

resultar em carbonilação protéica, danos no DNA e morte celular.  

Os exercícios de intensidade moderada promovem uma demanda de O2 

menor em comparação aos exercícios intensos e desencadeiam um reduzido 

grau de estresse fisiológico devido ao melhor controle da homeostasia 

(produção e remoção do lactato em equilíbrio, remoção dos íons H+ do NAD e 

FAD, níveis de pH toleráveis, respostas hormonais adequadas, manutenção da 

temperatura corporal, menor produção de EROs entre outros) (POWERS e 

HOWLEY, 2000). 

Assim, compreender os mecanismos que levam ao desequilíbrio 

fisiológico, especificamente durante a atividade física, torna-se um ponto 



 2 

importante para a prescrição e elaboração de um programa de exercícios 

físicos. Nesse contexto, as enzimas de choque térmico (HSP) possuem um 

papel relevante no mecanismo de reparo das células musculares em resposta 

a prática do exercício físico principalmente extenuante. Desse modo, o objetivo 

do presente estudo foi avaliar o conteúdo protéico (Western-blotting) das HSPs 

(73, 72, 60, 27) nos músculos sóleo e gastrocmênico em diferentes períodos de 

tempo ao término de uma única sessão de exercício com intensidade baixa-

moderada. 
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Proteínas de Choque Térmico – Heat Shock Protei n (HSP) 

 Dentre os mecanismos de proteção desenvolvido ao longo do 

processo evolutivo frente ao estresse ambiental, têm-se a resposta ao choque 

térmico, também referida como resposta ao estresse (WELCH, 1992, LOCKE e 

NOBLE, 1995; FEHRENBACH e NIESS, 1999), promovida pelas proteínas 

denominadas de choque térmico (HSP) e/ou proteínas de estresse, que 

mantêm as suas estruturas íntegras sob tais condições, auxiliando na 

manutenção e formação correta de proteínas (INGLOLIA, 1980 e PELHAM, 

1982). As HSPs estão presentes em quase todas as células eucarióticas 

(LINDQUIST, 1988). Lembrando que o primeiro a descrever o estresse foi  

Seyle em 1936, relacionando a resposta dos organismos a diversos estímulos 

externos (i.e., estresse), as quais geralmente desencadeiam uma série de 

eventos orgânicos que auxiliam na adaptação dos organismos (SANTORO, 

2000). As HSPs foram descritas a partir das primeiras observações feitas por 

Ritossa em (1962), quando observou as células da glândula salivar de 

Drosophila Buschii. Segundo este autor, a submissão das larvas deste inseto a 

um choque térmico, correspondendo ao aumento de 25º para 30º na 

temperatura ambiente onde se desenvolvia a larva, por 30 minutos, 

determinava uma alteração do padrão de espessamento cromossonal. Como 

esses espessamentos ocorreram em locais de intensa atividade transcricional, 

a mudança de padrão evidenciava que o choque térmico havia ativado um 

conjunto de genes que determinavam à expressão de um grupo específico de 

proteínas. Ritossa, 1962 também demonstrou que a variação no padrão de 

espessamento cromossonal ocorria quando a temperatura atingia um valor de 
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limiar determinado, e não em resposta a qualquer variação brusca de 

temperatura (amplitude entre ±  5 a 6ºC). Em células de mamíferos a síntese 

das HSPs não acontece somente pelo aumento da temperatura (WELCH, 

1992; LOCKE e NOBLE, 1995), mas também por uma variedade de condições 

tóxicas sinalizadas pelo acúmulo de proteínas não-nativas, dentre estas temos: 

i) alterações do potencial de oxidação e redução no meio intracelular. Fato, 

este, demonstrado no trabalho de Khassaf (2001) que pesquisou em músculo 

esquelético de humanos a relação entre a presença de espécies reativas de 

oxigênio, enzimas antioxidantes (superóxido desmutase e a catalase), 

proteínas de choque térmico HSP60 e HSP70 e o exercício físico. Como 

resultado, foi observado que o músculo esquelético humano responde a uma 

única sessão de exercício aumentando a atividade da superóxido desmutase e 

do conteúdo das HSP após exercício submáximo, ii) a exposição a metais 

pesados, também tem sido descrita induzir a expressão das HSPs, quando não 

quelados favorecem a formação da espécie reativa do oxigênio (hidroxila) 

desencadeando o estresse oxidativo que por sua vez induzem as HSPs 

(FEIGE, 1996). Segundo, Feige et al., 1996, os íons Cadmium (Cd2+) , Cobre 

(Cu2+), Mercúrio (Hg2+) e Zinco (Zn2+) são exemplos destes metais pesados; iii)  

análogos de aminoácidos, que ao participarem do processo de síntese protéica 

podem promover a formação de  proteínas não nativas e a terminação 

prematura da cadeia polipeptídica nascente ou erros na tradução (FEIGE, 

1996); iv) no grupo das drogas citotóxicas encontramos um número relativo de 

hepatotoxicantes como os bronobenzeno, os carbonos tetraclorideo, 

clorofórmio, cocaína, que podem alterar a conformação espacial de algumas 

proteínas, v) em processos de resposta imunitária, tais como infecção virial, 
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bem como a presença de células cancerosas. Neste caso, tem sido sugerido 

que as proteínas de estresses, principalmente  HSP 70, HSP90 e gp96 e HSP 

60, age tanto como sinalizadoras de dano, bem como carregadoras de 

antígeno para a resposta imune (MOSELEY, 2000; MULTHOFF, 2006). O 

complexo proteína do estresse-antígeno (HSP-Ag), o qual é liberado na 

circulação após a morte da célula injuriada, são reconhecido e captada pelas 

células apresentadoras de antígenos, participando desta forma da ativação do 

sistema imune. Pode, também facilitar a transferência de antígenos peptídicos 

para moléculas do complexo de histocompatibilidade maior classe I (MHC-

classe I), o qual pode expor o antígeno sobre a superfície das APCs com 

subseqüente  ativação de linfócitos T citotóxicos (FEIGE, 1996; SANTORO, 

2000; TSAN, 2004).  Essas HSPs, também estimulam tanto macrofágos quanto 

linfócitos T a secretar citocinas inflamátorias, conforme foi observado no 

trabalho realizado por Chen et al. (1999), que demonstrou que a exposição de 

macrófagos  humanos e de camundongos a HSP 60 resultou na produção de 

IL-12; IL15 e TNF-α . Em adição, Todryk et al. (1999), mostrou que linfócitos T 

exposto a HSP 70 em meio extracelular induziu citocinas do perfil de resposta 

imune citotóxica (Linfócito T auxliar), tal como interferon-gama (INF-γ ).  

 Outro mecanismo envolvido na modulação das HSP está relacionado à  

privação de glicose, influxo de cálcio ou agentes que perturbem a glicólise na 

células, fato este observado em todas as células que se encontram em 

privação de oxigênio (hipoxia) ou de glicose, características estas observáveis 

em células tumorais (WANG, et al, 2007). 
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Muitos destes agentes estressantes têm em comum a capacidade de 

afetarem de modo adverso à conformação correta das proteínas e, 

consequentemente, a sua função (MINOWADA, 1995).  

Os agentes estressores envolvidos na alteração da expressão das HSPs 

foram estudados isoladamente e incluem temperatura elevada (LOCKE et al, 

1990; SKIDMORE et al, 1995 e HARRIS e STARNES, 2001), estresse 

metabólico, (BECKMANN et al, 1992 e FEBBRAIO e KOUKOULAS, 2000), 

hipóxia/isquemia (MESTRIL et al, 1994), secreção de catecolaminas (CHIN et 

al, 1996 e PAROO et al, 1999), aumento do cálcio intracelular (KIANG, et al, 

1994) e espécie reativas do oxigênio (ZOU et al, 1998).  

 Apesar da presença das HSPs terem sido inicialmente interpretadas 

como um sinal para a detecção de estresse fisiológico, está bem estabelecido, 

agora, que a indução é fundamental para o processo de reparo gerados frente 

a diferentes tipos de danos, dentre os mecanismos de ação e ainda age na 

prevenção contra a agregação e coagulação de proteínas não-nativas 

(SANTORO, 2000), o que constitui o principal mecanismo por meio do qual as 

HSP conferem citoproteção, evitando dobramentos e interações incorretas 

entre as proteínas. 

Lembrando, que em condições de homeostasia celular, os segmentos 

predominantemente hidrofóbicos das cadeias polipeptídicas que permitem as 

proteínas o dobramento correto, localizam-se no interior da molécula, enquanto 

os segmentos hidrofílicos voltam-se para o exterior. Esta exposição possibilita 

a solubilidade das proteínas em meio aquoso e impede a formação de 

agregados que ocorreriam pela interação das partes hidrofóbicas de diferentes 

moléculas, assim sendo temos a formação das proteínas nativas, chamadas 



 7 

desta forma por terem atingido sua conformação terciária (MEYER e DA 

SILVA, 1999). 

Desta forma as, HSPs  tem sido, em alguns casos, descritas por 

atuarem como chaperonas, referente ao auxilio as outra proteínas em seu 

processo de formação ou de preservação conforme citado anteriormente (LIU 

et al, 1997) .  

 O papel citoprotetor das HSP, tem sido extensivamente documentado 

(ZOU et al, 1998; FEHRENBACH e NIESS, 1999; THIMOTHY, 2002) tanto in 

vitro como in vivo, em uma variedade de doenças humanas incluindo: 

distúrbios metabólicos, inflamação, infecção e isquemia.  

No tecido cardíaco, têm sido descrita desempenhar um papel central no 

restabelecimento da função cardíaca após lesão (isquemia miocárdica, trauma 

e hipertermia), conforme observado em estudos in vitro e/ou in vivo utilizando 

modelos animais. No caso da inflamação, as HSP protegem as células de 

mamíferos da citotoxidade, induzindo a pro-4.32871(o)-4.328
313ação de 
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As HSPs são classificadas de acordo com seu peso molecular, a saber: 

família das Small HSPs (8 – 27 kDa);  HSP 60 (60 kDa);   famíla das HSP 70 

(70-75 kDA); HSP 90 (90  kDa),  entre outras (LIU et al, 1999). Abaixo segue a 

descrição das HSPs mais bem caracterizada. 

 

2.2 Família das Small HSPs 

Possuem peso molecular entre 18 e 30 kDa são chamadas de pequenas 

HSPs (Small HSPs), sua  expressão constitutiva, podem ser encontradas tanto 

no núcleo quanto no citoplasma, e funcionalmente estão envolvidas com a 

prevenção da desnaturação das proteínas e proteção contra possíveis 

interações impróprias  das mesmas e na citoproteção frente à lesão e morte 

celular (THIMOTHY, 2002). A ubiquitina provavelmente é a menor HSP (peso 

molecular de aproximadamente 8kDa) sendo expressa em praticamente todas 

as células dos mamíferos. É uma proteína altamente conservada atuando na 

manutenção da função e estrutura da cromatina bem como na degradação de 

proteínas. Muitas proteínas intracelulares são, antes de serem degradadas, 

modificada pela adição da ubiquinina quando ligadas covalentemente (em 

resíduos de lisina). O aumento da ubiquinina após o estresse presumidamente, 

facilita o endereçamento e remoção de proteínas desnaturadas como 

conseqüência do evento estressante ( VICART, 1998). 

HSP20 foi encontrada em tecido muscular esquelético de ratos 

constituindo mais de 1,3% da proteína celular total do músculo e sua expressão 

é relacionada com a contração muscular, especialmente em fibras de 

contração lenta (BUKACH, 2005). 
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Tem sido demonstrado, que a HSP27 é expressa tanto em tecido 

muscular humano quanto de ratos. Ela se localiza no citosol em condição 

normais (concentrações relativamente baixas) e é translocada ao núcleo em 

condições de estresse, mostrando um aumento de expressão na ordem de 10 

a 20 em relação a condição de repouso. As principais funções incluem a 

estabilização de microfilamentos e a transdução de sinal das citocinas 

(THOMPSON, 2002). 

A HSP 27 também interage com os filamentos de actina e com sua 

modulação facilitando a sobrevivência das células em cultura (LANDRY e 

HUOT, 1999) fazendo uma ligação entre HSP 27 e o citoesqueleto da célula 

através do seu envolvimento com os filamentos de actina (OKAMOTO, 1999). 

Outra importante HSP encontrada nos músculos estriados é a alfa-

cristalina. Esta se divide em duas isoformas: alfa “a” e alfa “b”. A primeira é 

expressa principalmente no cristalino enquanto a segunda é expressa 

constitutivamente em tecidos diferentes e pode ser induzida pelo estresse 

fisiológico. Ambas dividem o mesmo gene de origem; o tipo “b” atua como 

chaperona molecular tanto para prevenir agregação de proteínas desnaturadas 

como facilitar a renaturação da mesma. Por esta razão, a tipo “b” pode 

desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento das células 

musculares (THIMOTHY, 2002). 

 

2.3 HSP 60  

As HSP 60 possuem peso molecular de 60 kDA.  É encontrada no 

interior da mitocôndria, porém existem evidências de que ela é sintetizada no 

citoplasma e então translocada à mitocôndria onde é processada na forma 
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madura. A HSP60 facilita o dobramento correto e a montagem de proteínas 

endereçadas a entrar na mitocôndria. Também é capaz de estabilizar proteínas 

sob situação de estresse. Essa proteína é expressa constitutivamente em 

tecido muscular estriado e em outras células, em proporção ao conteúdo 

mitocôndrial, podendo ser aumentada após estimulação elétrica crônica. 

(CHENG, 1989; GUPTA, 2002; YASUHARU, 2002) 

 Facilitam a sinalização e remoção das proteínas desnaturadas, 

estabilizam os microfilamentos de actina do citoesqueleto e se relacionam com 

as citocinas sinalizadoras (HORWITZ, 1992; JAKOB et al, 1993; INAGUMA et 

al, 1996 e NEUFER e BENJAMIN, 1996; MOSELEY, 1997).   

 

2.4 Família das HSP 70 

Fazem parte deste grupo as HSPs com peso molecular de 72 kDa 

(HSP70 -  induzível), 73 kDa (HSC (heat shock cognate) - constitutiva), 

induzidas pela temperatura e 75 kDa (denominada GRP 75), 78 kDa 

(denominada GRP 78),  induzidas por meio dos baixos níveis de glicose (LIU et 

al, 1999). As HSPs 72 e 73 inicialmente eram chamadas de HSP70, estão 

localizadas tanto no citoplasma quanto no núcleo das células (HERENDEEN, 

1979). A forma constitutiva (HSP73) é sintetizada em células não estressadas 

de mamíferos e somente é aumentada após episódios de estresse (CHONG, 

1998). Enquanto a forma induzível apresenta níveis baixos em células não 

estressadas, quase não detectáveis, porém quando exposta ao estresse, 

aumenta rapidamente e em grande quantidade (DONATI, 1990).  

As HSP72 e as HSP73 contribuem para a prevenção contra a agregação 

protéica, ajudam no desdobramento de proteínas danificadas, assumem o 
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papel de chaperonas nos polipeptídeos nascentes dos ribossomos, auxiliam na 

remoção das proteínas danificadas e estão envolvidas na proteção celular 

frente a uma variedade de estresse (CHIANG, 1989; ANGELIDIS, 1991; 

CRAIG, 1991; WELCH, 1992; CYR, 1995; ZIETARA, 1995; LOCKE, 1997; 

MOSSER, 1997). 

 Existem evidências experimentais de que apenas músculos compostos 

por fibras do tipo I apresentam expressão constitutiva de HSP70; músculos de 

fibras mistas contêm HSPs constitutivas de acordo com a proporção de fibras 

do tipo I existentes. O nível aumentado de HSP70 constitutivas em fibras do 

tipo I relaciona-se, possivelmente, ao fato destas fibras estarem continuamente 

sujeitas a condições mais estressantes do que outros tipos de fibras (LOCKE et 

al., 1990).  

Vários são fatores envolvidos na modulação da expressão da HSP-70 no 

músculo esquelético (Quadro 1). 

Quadro 1: Fatores envolvidos na indução da HSP70 no músculo esquelético: 

 

 

 

Exercícios e a relação do estresse 

com as contrações musculares 

� Acúmulo de Ca 2+ 

� Acoplamento elétrico-mecânico 

� Estresse ou filamentos 

intermediários   

� Depleção do glicogênio 

� Depleção do ATP 

� Acidose e acúmulo de lactato 

� Espécies reativas do oxigênio  

Metabolismo e a relação com 

mensageiros 

� Hormônio: Cortisol 

� Citocinas: IL-6 e TNF-alfa 

Temperatura � Hipertermia e hipotermia 

Fonte: Liu, Y.; Gampert, L.; Nething, K.; Steinacker, J.M. Response and Function of skeletal 
muscle heat shock protein 70, Front.  Biosc., 11: 2802-2827, 2006. 
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2.5 HSP 90 

 As HSP 90, possuem peso molecular de 90 kDa, são constitutivas e 

estão no citoplasma, núcleo e no reticulo endoplasmático de todas as células 

eucarióticas, sua família é composta por 3 subtipos: duas relacionadas a 

isoformas citoplasmática α (induzível/ forma mais importante) e β (constitutiva/ 

forma menos importante e uma proteína regulatória de glicose (GRP94) 

encontrada no reticulo endoplasmático e na matriz mitocôndrial. Outra 

importante atividade é a sua ligação com hormônios esteróidais, incluindo os 

receptores de estrógeno, progesterona e glicocorticódes e andrógenos, 

participando da regulação destes receptores, onde na falta do hormônio ele se 

fixa a eles inativando-os. (ZHU, 2001). As HSP90 podem se envolver com 

outras HSPs ligadas diretamente com a tubulina e actina, componentes do 

citoesqueleto dos eucariotos. Cambiazo et al. (1999)  sugeriram que, em 

relação as isoformas de HSP90 e as interações com o citoesqueleto a isoforma 

β é a principal proteína de interação com os microtúbulos em relação a 

isorforma α.  

 

2.6 Regulação gênica das HSPs 

Em células eucarióticas, a regulação da transcrição dos genes HSP tem 

sido estudado em resposta ao calor. O processo requer a ativação e 

translocação, para o núcleo, de uma proteína transregulatória, denominada de 

fator de choque térmico ( em inglês - heat shock factor - HSF), que reconhece e 

liga-se a uma sequência de elementos, localizada na região promotora do gene 

HSP, denominada elemento de choque térmico (em inglês - heat shock 

element - HSE) deflagrando o processo de transcrição (MEYER, 1995; 
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SANTORO, 2000). Uma característica chave do HSE é a presença de 

segmentos GAA/TCC arranjados periodicamente, a intervalos de dois 

nucleotídeos. Os blocos GAA provavelmente representam pontos de contato 

para o HSF, sendo que um HSE funcional inclui um mínimo de três segmentos 

de GAA não-consecutivos. É possível que interações HSF DNA ativas 

impliquem no dobramento dos sítios de ligação e que a presença de múltiplos 

pontos de contato seja pré-requisito para que o fator induza tal dobramento 

(AMIN et al, 1988) (Figura 1). Em mamíferos, na região promotora dos genes 

das HSP70 e HSP90, o HSE é composto por cinco e seis unidades 

pentaméricas, respectivamente, em estreita proximidade com elementos basais 

promotores (SANTORO, 2000). Enquanto um único tipo de HSF foi descrito em 

fungos e em Drosophilas, vários HSF foram identificados em plantas e 

vertebrados. A presença de diferentes HSFs na maioria dos eucariotos sugere 

que a interação entre eles pode ser importante para proteger organismos 

complexos das diversas forma de alterações ambientais (SANTORO, 2000) 

(Figura 1). 

SINAIS DE ESTRESSE 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema representação do mecanismo de ativação da resposta da HSP.  
Adaptado de Santoro, 2000.  

Proteína 
Nativa 

Desdobramneto 
proteíco 
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2.7 HSPs e o Exercício físico  

Observa-se consenso entre vários pesquisadores que relacionam as 

lesões teciduais e celulares aos diferentes tipos de exercício (JACOBS et a,l 

1995; FRIDEN et al, 1988; 1999; KYPAROS et al, 2001; ZUMWALT, 2006). De 

qualquer forma, as lesões musculares esqueléticas (alterações 

morfofuncionais) acometem constantemente indivíduos sendo ainda mais 

freqüentes em atividades com grande número de ações excêntricas (DUARTE, 

1993). 

As lesões musculares podem ser entendidas como qualquer alteração 

que promova um funcionamento inadequado da célula muscular, seja ela 

morfológica ou histoquímica (FAULKNER, 1993). O primeiro nível de lesão é 

denominado microtraumatismo, que é um estresse local que não demonstra 

sintomas. Se essa lesão passa a ocorrer constantemente (efeito somativo), os 

sinais de dano tecidual começam a aparecer. As lesões deste tipo são 

denominadas, de forma geral, lesões por overuse (CLEBIS, 2001). 

Embora não se conheçam com clareza os mecanismos que podem 

proporcionar as lesões musculares, possivelmente estas estão relacionadas 

com o desequilíbrio nas concentrações dos íons cálcio, aumento da 

temperatura, alterações do pH, aumento das EROs, de óxido nítrico, e a 

própria mecânica do movimento (FITTS, 1996).  

Diversos estudos têm verificado a relação dos exercícios físicos agudos 

e crônicos na expressão das HSPs em resposta da lesão muscular (SMOLKA 

et al, 2000; NAITO et al, 2001; SCHNEIDER et al, 2002; DEMIREL et al, 2003; 

THOMPSON et al, 2003; ATALAY et al, 2004). Nesse contexto, as enzimas de 

choque térmico (HSP) têm mostrado um papel relevante no mecanismo de 
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reparo das células musculares em resposta a prática do exercício físico 

extenuante (PAULSEN et al., 2007). No entanto, os efeitos dessas enzimas 

sobre exercícios de longa duração não tem sido muito estudado. Essa carência 

de pesquisas envolvendo as HSPs e exercício prolongado pode ser explicado 

em parte pelo reduzido efeito dessas enzimas em situações aeróbias de 

exercício em relação a atividades intensas (MORTON et al., 2007). Uma das 

justificativas para isso seria que o maior gasto calórico durante atividade física 

intensa resulta num aumento da temperatura muscular devido a sua elevada 

atividade contrátil.   

 Aumentos dos níveis das HSP27 foram verificados depois de exercícios 

isotônicos com ênfase na fase excêntrica (VICART et al., 1998). Também o 

estresse oxidativo e mecânicos produzidos durante o exercício são indutores 

do aumento da expressão da HSP27.  Em relação ao estresse oxidativo, seu 

papel está bem estabelecido quanto à regulação da expressão das HSPs, já 

para o estresse mecânico são necessários mais estudos que elucidem melhor 

esse fenômeno (ATOMI, 1991).  

 

3 -  OBJETIVO  

 Determinar o conteúdo protéico das HSPs 27, 60, 72 e 73 nos músculos 

sóleo e gastrocnêmio de ratos após uma sessão de exercício agudo, até a 

exaustão, de baixa-moderada intensidade nos intervalos de tempos, imediato 

(0); 1; 2; 4; 8; 12; 24; 48 e 72 horas), pela técnica de Western-Blotting. 
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4 -  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais   

 Foram usados 45 roedores Wistars machos, fornecidos pelo biotério da 

UNICAMP com 30 dias de vida e peso entre 120 e 150g, foram mantidos em 

gaiolas coletivas (5 em cada), ambiente com temperatura de 24ºC e ciclo 

claro/escuro controlado de 12 horas. Os animais receberam água e ração 

comercial ad libitum, cuja dieta contém 52% de carboidratos, 21% de proteínas 

e 4% de lipídios (NUVILAB CR1, NUVTAL Nutrientes LTDA, Curitiba, PR). 

Após os animais completarem 90 dias de vida e peso de 350 gramas, foram 

submetidos ao experimento (GOBATTO, et al, 2001). Este estudo integra parte 

do projeto temático intitulado “Caracterização da lesão muscular (apoptose ou 

necrose) no músculo de ratos  frente ao exercício físico intenso e a resposta de 

defesa reparo” aprovado pelo comitê de ética do Instituto de Ciências 

Biomédicas I da Universidade de São Paulo (USP), sob o no de 49/04. 

 

4.2 Protocolo de exercício  

Os animais foram adaptados para a manipulação e corrida em esteira 

antes do início do experimento. A adaptação consistia no animal andar na 

esteira com uma velocidade de 13m/min durante cinco minutos por um mês. 

Em seqüência os animais foram colocados na esteira com velocidade e 

inclinação progressiva até atingirem 21 m/min, permanecendo até a exaustão, 

momento em que os animais não conseguiam manter-se correndo. Para a 

caracterização da intensidade do exercício no momento da exaustão, o lactato 

sangüíneo foi determinado de acordo com o artigo de Gobatto et al, (2001).  

Para isso, 17 ratos foram submetidos ao protocolo de exercício proposto 
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(tabela 1), sendo coletadas amostras de sangue (25 µL) imediatamente após a 

exaustão e  3, 5, 15 e 20 minutos do término do exercício. A concentração de 

lactato foi determinada utilizando o analisador de lactato YSI (modelo 1500 

SPORT). 

Tabela 1: Protocolo de exercício de resistência para indução da exaustão em ratos 
Wistar. 
 

Período do exercício  (min) velocidade (m/min) Incl inação (grau- %) 

5 13 0 

5 14 0 

5 14 2.5 

10 14 5 

5 15 5 

5 16 5 

5 17 5 

Exaustão 21 5 

 

4.3 Obtenção das amostras biológicas 

Para a obtenção dos músculos sóleo e gastrocnêmio, os ratos foram 

anestesiados com sódio thiopental (25 mg/kg, i.p.) e posteriormente 

sacrificados por meio de guilhotina. Grupos de cinco animais para cada 

intervalo de tempo após o final do exercício: imediato (0), 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 

72 horas. Cinco ratos que não realizaram exercício constituíram o grupo 
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controle, e foram sacrificados junto com os grupos exercitados. As amostras 

foram armazenadas em nitrogênio líquido até o momento das análises. 

4.4 Análise das proteínas de choque térmico por Western Blotting 

4.4.1 Obtenção das proteínas totais   

 As amostras musculares foram colocadas em tampão de extração à 4º 

[1% Triton-X 100, 100 mM Tris (pH 7.4), 10 mM EDTA fosfato de sódio, 10 mM 

vanadato de sódio, 2 mM fenilmetilsulfonilfluorido, e 0.1 mg apronitina/mL], e 

homogeneizadas em Polytron PTA 20 s generator (modelo PT 10/35, 

Brinkmann Instruments, Inc. Westbury NY) em máxima velocidade por 30 

segundos. Em seguida os extratos foram centrifugados a 15.000g em 4º C por 

20 minutos e ao sobrenadante foi acrescido o tampão de amostra Laemmili 

(Laemmili, 1970), na proporção 2:1 e guardado a -70º C até as análises.  

 

4.4.2 Separação eletroforética das proteínas  

As proteínas foram separadas por meio do sistema de eletroforese SDS 

– PAGE. Resumidamente, a partir da quantificação das proteínas totais (Item 

4.5 do material e métodos) quantidades uniformes para cada grupo foram 

fervidas por 5 minutos em H2O, para sua total desnaturação e posteriormente 

separada em diferentes concentrações de géis de poliacrilamida de acordo 

com o peso molecular das proteínas em análise. Para HSP27 e 73 o utilizado 

foi de 10% de bis-acrilamida e para HSP60 e 72 de 8% de bis-acrilamida. 
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4.4.3 Quantificação das proteínas de choque térmico  

 As proteínas imobilizadas nos géis foram transferidas para a membrana 

de nitrocelulose e incubadas com anticorpos específicos a saber: Anticorpo 

monoclonal Anti-Hsp60 de camundongos - Stressgen - Bioreagents - /Canada 

Victotia (YASUHARU, 2002); Anti-Hsp27 CT, anticorpo policlonal Anti-HSP27 

de coelhos (UPSTATE - Lake Placid - NY) (DEMIREL, 2003); Anticorpo 

Policlonal Anti-HSP0 de coelhos (Stressgen - Bioreagents - /Canadá Victotia) 

(DEMIREL, 2003); Anticorpo Policlonal Anti-HSC70 de Ratos - Stressgen - 

Bioreagents - Victotia /Canadá (YASUHARU, 2002). Os anticorpos foram 

diluídos e bloqueados (3% BSA no lugar do leite desnatado) durante a noite em 

4º C, foram lavados por 30 minutos tampão de bloqueio sem o leite. Para a 

detecção utilizou-se o sistema anti-IgG conjugada peroxidase de rabanete 

diluído 1:1000, exceto para HSP70; em que usou-se a IgG de coelho anti-rato 

conjugada HRP (Stressgen – Bioreagents - / Canadá Victoria), visualizado com 

sistema de detecção ECL. HRP-conjugated (Horse Radish Peroxidase) anti-

IgG. Os anticorpos foram detectados por autoradiografia, usando filme 

fotográfico Kodak XAR film (Eastman Kodak Co., Rochester, NY). As 

intensidades das bandas foram quantificadas através da leitura da 

autoradiografia com o programa Scion Image. 

 

4.5 Quantificação das proteínas totais 

Para a quantificação das proteínas totais, uma alíquota do 

sobrenadante, antes da adição do tampão Leammili (Item 4.4.2 do material e 
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métodos) foi retirada e analisada por meio do reagente BRADFORD – 

BioAgency – Biotecnologia – São Paulo/Brasil (BRADFORD, 1976).  

 

4.6 – Estatística 

Para análise estatística, foram realizadas One-Way ANOVA, seguido 

pelo teste Tukey post hoc, usando o programa GraphPad Prism, version  4.0, 

for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). O nível de significância foi 

de p<0,05. Os resultados foram apresentados em Erro Padrão da Média 

(EPM).  

 

5 -  RESULTADOS: 

5.1 Caracterização do protocolo de exercício 

Na etapa de caracterização do protocolo de exercício, as concentrações 

de lactato sanguíneo apresentaram valores médios de 4,80 ±  0,40  mmol/L no 

momento da exaustão, sendo a cinética de recuperação da lactacidemia 

considerada normal. Redução de 48% dos valores pós esforço foram 

observados após 20 minutos do término do protocolo de corrida (Figura 2). O 

valor de lactato sangüíneo em repouso foi de 1,97 ±  0,08 mmol/L. 
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Figura 2 – Cinética da concentração do lactato sangüíneo obtidos nos períodos 
Imediato, 3, 5, 10, 15 e 20 minutos após o término do protocolo de exercício proposto 
(Tabela 1). Os valores são apresentados como média ± Erro Padrão (EP) de três 
determinações 
 

5.2 Determinação do conteúdo de proteínas HSP27, HS P60, HSP70 e 

HSP72 no músculo Gastrocnêmio  

Nas figuras 3, 4, 5 e 6 observam-se as expressões da síntese das HSPs 

27, 60, 72 e 73 para o músculo gastrocnêmio. Reduções de 63% (0); 52% (1) e 

53% (2h) com p<0,05 foram observadas para a HSP 60 (Figura 4). Por outro 

lado, aumentos de 210% e 234% nos períodos de 4 e 72 horas, 

respectivamente, foram detectados para HSP 72 (Figura 5). Em relação à HSP 

27 e HSP 73 nenhuma alteração significativa foi evidenciada (Figuras 3 e 6). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 3: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o conteúdo 
protéico da HSP27 no músculo gastrocnêmio, obtidos em diferentes períodos após a 
exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise foi realizada por 
Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os valores são 
apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 para 
comparações com o grupo controle.  
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Figura 4: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o conteúdo 
protéico da HSP60 no músculo gastrocnêmio, obtidos em diferentes períodos após a 
exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada por 
Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os valores são 
apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 para 
comparações com o grupo controle. 
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Figura 5: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o conteúdo 
protéico da HSP72 no músculo gastrocnêmio, obtidos em diferentes períodos após a 
exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada por 
Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os valores são 
apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 para 
comparações com o grupo controle. 
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Figura 6: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o conteúdo 
protéico da HSP73 no músculo gastrocnêmio, obtidos em diferentes períodos após a 
exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada por 
Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os valores são 
apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 para 
comparações com o grupo controle. 
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 5.3 Determinação do conteúdo de proteína das HSP27 , HSP60, HSP70 e 

HSP72 no músculo Sóleo.  

Nas figuras 7, 8, 9 e 10 observam-se a expressão das HSPs 27,60,72 e 

73 para o músculo sóleo ao longo do tempo pós exercício. Aumento 184% para 

o período 4 horas foram evidenciados para HSP 72 (figura 9) para os demais 

genes nenhuma alteração significativa foi observada (figura 7,8,10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o 
conteúdo protéico da HSP27 no músculo sóleo, obtidos em diferentes períodos 
após a exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada 
por Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os 
valores são apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 
para comparações com o grupo controle.  
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Figura 8: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o 
conteúdo protéico da HSP60 no músculo sóleo, obtidos em diferentes períodos 
após a exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada 
por Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os 
valores são apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 
para comparações com o grupo controle.  
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Figura 9: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o 
conteúdo protéico da HSP72 no músculo sóleo, obtidos em diferentes períodos 
após a exaustão: imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada 
por Western Blotting conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os 
valores são apresentados como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 
para comparações com o grupo controle.  
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Figura 10: Efeito do exercício físico de baixa-moderada intensidade sobre o conteúdo 
protéico da HSP73 no músculo sóleo, obtidos em diferentes períodos após a exaustão: 
imediato, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. A análise for realizada por Western Blotting 
conforme descrito no material e métodos item 4.4.2. Os valores são apresentados 
como ± SEM  de dois experimentos com n=5. *P < 0.05 para comparações com o 
grupo controle.  
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6 – DISCUSSÃO 

A utilização de um protocolo exaustivo aeróbio foi aplicado 

especificamente para aumentar o consumo de oxigênio o qual está relacionado 

à formação de radicais livres e consequentemente a alterações tanto na 

atividade quanto na expressão das enzimas e proteínas associados ao 

mecanismo de defesa e reparo (JENKINS et al, 1993; ZOPPI et al, 2003). 

Devido à duração máxima do exercício aplicado (aproximadamente 45 min), a 

concentração de lactato não apresentou valores elevados em comparação a 

protocolos exaustivos anaeróbios (VOLTARELLI et al, 2002). Mesmo assim, os 

animais foram à exaustão demonstrando que uma pequena elevação na 

concentração de lactato em exercício aeróbio torna-se suficiente para diminuir 

o desempenho provavelmente por carência de substrato energético.   

Das proteínas avaliadas somente as HSP 60 (Figura 4) e HSP 72 

(Figuras 5 e 9) mostraram modulação após uma única sessão de exercício de –

baixa-moderada intensidade.  

A HSP60 esta presente em grande quantidade no citoplasma e 

mitocôndrias agindo como chaperonas, regulando e promovendo a 

sobrevivência das células por meio das propriedades protetora, reformadora e 

anti-apoptótica, demonstrando sua ação na manutenção da homeostase celular 

e da morte celular, depois de um exercício exaustivo (YASUHARU, 2002). 

Similar aos nossos resultados de redução da HSP60 no músculo gastrocnêmio, 

Gupta e Knowlton (2002), encontraram quando avaliaram por Western Blotting 

a HSP 60 em miócitos cardíacos após um período de indução de hipoxia e 

posterior reoxigenação, em ratos Sprague-Dawley, observaram uma redução 

para HSP60 citosólica, durante a reoxigenação em períodos de 10 e 24 horas 
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pós hipoxia, também verificou-se que este resultado se relacionava com a 

translocação da HSP60 para a membrana plasmática assumindo, desta forma, 

um o papel apoptótico, os autores também encontraram aumentos para a 

HSP72 no período de reoxigenação nos períodos de 10 e 24 horas pós-hipoxia 

aumentos semelhantes foram encontrados em nosso trabalho. 

 Melni e Noble (2002) encontraram resultados expressivos, quando 

compararam análises por Western Blotting e Elisa para HSP70 nos músculos 

vasto lateral e sóleo, frente diversas velocidades em esteira. Os resultados 

indicaram um rápido aumento desta entre as velocidades de 15 à 27 m/min 

com 2% de inclinação na esteira para o músculo sóleo. Nossos resultados 

foram semelhantes, considerando que em nosso trabalho foi avaliado a 

isoforma 72 kDA e no trabalho citado as análises referem-se a HSP 70, e 

demonstraram um aumento para o período de 4h (184%) (Figura 9) e depois 

deste período voltaram aos valores basais, provavelmente isto aconteceu por 

que o músculo sóleo é altamente recrutado durante a biomecânica da corrida 

como também é um músculo postural, tendo a predominância de fibras lentas 

(tipo 1), e possivelmente apresentem um alto nível de conteúdo protéico deste 

gene em seu estado basal (MELNI E NOBLE, 2002). Naito et al (2001) 

encontraram em seus experimentos diferenças no conteúdo protéico da  

HSP72 entre tipos de fibras musculares e a idade de ratos treinados e não 

treinados. Verificou-se que a idade não promove alterações na expressão da 

HSP72 na musculatura oxidativa (fibras lentas – músculo sóleo e porção 

vermelha do músculo gastrocnêmio) em contraste, comparando ratos jovens e 

velhos treinados, os níveis de HSP72 foram menores nos músculos glicolíticos 

(fibras rápidas - músculos plantar e porção branca do músculo gastrocnêmio) 



 31 

nos ratos velhos treinados. Também concluem que os conteúdo presentes nas 

fibras de contração lentas são proporcionais nos ratos velhos e jovens 

treinados. E estas estão relacionadas com os exercícios aeróbios, que 

promovem maiores alterações na respiração celular (mitocôndrias) para a 

sustentação do exercício. Os resultados encontrados pelos autores para a 

HSP72 foram as seguintes: no músculo plantar e na porção branca do músculo 

gastrocnêmio (plantar – 94% e gastrocnêmio - 243%) que considerou que o 

exercício induz maiores aumentos da HSP72 no músculo esquelético, ligadas 

as fibras de contração rápidas (tipo IIb), não apresentando ligação ao conteúdo 

mitocôndrial.  Pode-se sugerir que havia um conteúdo maior de fibras do tipo 

IIb nas porções extraídas do músculo gastrocnêmio por nós, uma vez que não 

foi realizada a separação da porção branca e vermelha. Como resultado, os 

nossos dados demonstraram aumentos significativos para a HSP70, que é a 

forma induzível da família das proteínas de choque térmico com 70 kDa, para o 

músculo gastrocnêmio como para o sóleo . SMOLKA et al. (2000) encontraram 

em seu trabalho aumentos significativos para HSP72 após 2 horas do exercício 

exaustivo, e este aumento poderia se estender até 6 horas após o exercício, 

suportando a afirmação no fato do ataque das Espécies Reativas do Oxigênio 

(EROS) nas proteínas, devido ao estresse que foi submetido à célula. Deste 

modo, haveria a necessidade da síntese de mais proteínas e, assim sendo, um 

aumento na expressão das HSP72. 

O trabalho de Milne e Noble (2000) indica que o exercício pode não 

proporcionar o estresse necessário para causar algum tipo de desequilíbrio 

fisiológico ou que a atividade tenha causado um estresse maior que o 

necessário, assim sendo talvez este fato possa explicar os resultados para os 
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genes que não apresentaram diferenças estatisticamente significativas (Gastro 

- HSP27 – constitutiva/induzível e HSP72 – constitutiva e induzível e Sóleo 

HSP27 – constitutiva/induzível, HSP60 – constitutiva/induzível e HSP 73 – 

constitutiva). Outro ponto é o fato de que a expressão da HSP72 é dependente 

da duração e da intensidade do agente estressor (LOCKE et al, 1990; 

SKIDEMORE et al, 1995; LIU et al, 1999), desta forma a intensidade do 

exercício pode não ser suficientemente capaz de induzir a expressão deste 

gene no músculo esquelético (SALO et al, 1991). 

Outras relações com o exercício físico podem ser realizadas, como 

investigações relacionando os sistemas energéticos e o sistema hormonal e as 

HSPs como também as relações de outras intensidades de exercícios com 

outras proteínas de choque térmico  e seus fatores de indução. 

 

7 - CONCLUSÕES 

1) Devido à duração máxima do exercício aplicado (aproximadamente 45 min), 

a concentração de lactato não apresentou valores elevados em comparação 

a protocolos exaustivos anaeróbios. 

 

2) O exercício de baixa-moderada intensidade promoveu alteração no conteúdo 

protéico das HSPs 60 e 72 no músculo sóleo. 

 

3) O exercício de baixa-moderada intensidade promoveu HSP 72 para o 

músculo gastrocnêmio; 
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4) A intensidade de exercício aplicada não alterou os conteúdos protéicos 

das HSP27 e 73 para o músculo sóleo e HSP27 e 60 para o músculo 

gastrocnêmio. 

 

8 – Resultado de produção com o estudo  
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