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Resumo

FREITAS, Matheus Pintanel Silva de. Efeitos crénicos de diferentes modelos
de exercicio fisico sobre a temperatura corporal, par@metros inflamatoérios
e de estresse oxidativo em animais submetidos ao lipopolissacarideo.
2018. 185f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduacdo em Educacéo

Fisica. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Objetivo: Comparar os efeitos cronicos protetores de diferentes modelos de
exercicio fisico sobre a temperatura corporal, niveis séricos de citocinas
inflamatdrias e parametros cerebrais de estresse oxidativo em camundongos
fémeas C57BL/6 submetidos a inducdo de inflamacdo sistémica por
lipopolissacarideo (LPS). Métodos: Os animais foram divididos em grupo
controle (sedentario) (n=10), exercicio intermitente de alta intensidade (HIIT)
(n=10) e exercicio continuo de intensidade moderada (continuo) (n=10). O
treinamento durou 6 semanas e, setenta e duas horas apdés a ultima sessao, foi
injetado nos animais uma dose de 250 pg/kg de LPS proveniente da bactéria
Escherichia coli. Resultados: O grupo sedentario teve uma queda na
temperatura corporal na primeira hora pos LPS, permanecendo baixo nas 12
horas seguintes [F(3,27)=11,15, p=<0,001], o que ndo aconteceu nos grupos
exercicios. Ademais, o grupo HIIT teve valores superiores do conteudo tidlico
total no hipocampo do que o grupo continuo [F(2,12)=4,52, p=0,03]. Porém, os
modelos de exercicio ndo exerceram efeitos protetores nos demais parametros
oxidantes e antioxidantes analisados no cértex cerebral e hipocampo, bem como
sobre os niveis séricos de IL-6 e TNF-a. Concluséo: Este foi o primeiro estudo
comprovando que seis semanas de treinamento continuo de intensidade
moderada e treinamento intermitente de alta intensidade foram igualmente
suficientes para prevenir a queda de temperatura advinda da administracédo de
LPS em camundongos C57BL/6, significando que ambos sdo eficientes como
forma de combater um dos sintomas mais caracteristicos do LPS e, por
consequéncia, de infec¢cdes por bactérias gram-negativas. Adicionalmente, o

HIIT foi suficiente para aumentar o conteudo tiélico total do hipocampo.

Palavras-chave: Exercicio aerébio; Treinamento intervalado de alta intensidade;

Sistema imune; Inflamacéo; Lipoglicanos; Estresse oxidativo
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Abstract

FREITAS, Matheus Pintanel Silva de. Chronic effects of different models of
physical exercise on body temperature, inflammatory parameters and
oxidative stress in animals submitted to lipopolysaccharide. 2018. 185f.
Tese (Doutorado) - Programa de POs-Graduacdo em Educacao Fisica.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Aim: To compare the chronic protective effects of different models of physical
exercise on body temperature, serum levels of inflammatory cytokines and brain
parameters of oxidative stress in C57BL/6 female mice submitted to induction of
systemic inflammation by (lipopolysaccharide) LPS. Methods: Animals were
divided into three groups: control (sedentary) (n=10), intermittent high intensity
exercise (n=10) and continuous moderate intensity exercise (n=10). The training
lasted 6 weeks and, seventy-two hours after the last session, a dose of 250 ug/kg
of LPS from the bacterium Escherichia coli was injected in the animals. Results:
The sedentary group had a decrease in body temperature in the first hour after
LPS, remaining low in the following 12 hours [F(3.27)=11.15, p=<0.001], which
did not happen in the exercise groups. In addition, the HIIT group had higher
values of total thiol content in the hippocampus than the continuous group
[F(2.12)=4.52, p = 0.03]. However, exercise models did not exert protective
effects on the other oxidative and antioxidant parameters analyzed in the cerebral
cortex and hippocampus, as well as on the serum levels of IL-6 and TNF-a.
Conclusion: This was the first study to demonstrate that six weeks of moderate
continuous training and high intensity interval training were also sufficient to
prevent the temperature decrease resulting from the administration of LPS in
C57BL / 6 mice, meaning that both are efficient as a form to combat one of the
most characteristic symptoms of LPS and, consequently, of gram-negative
bacteria infections. In addition, HIIT was sufficient to increase hippocampal

antioxidant defenses.

Keywords: Aerobic Exercise; High Intensity Interval Training; Immune System,;

Inflammation; Lipoglycans; Oxidative Stress.
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Introducgéo Geral

A presente Tese de Doutorado atende ao regimento do Programa de POs-
Graduacdo em Educacdo Fisica da Escola Superior de Educacdo Fisica da
Universidade Federal de Pelotas. O volume final contém as seguintes secoes:

1- PROJETO DE PESQUISA: apresentado e defendido no dia 27 de abril de
2018, com a incorporacédo das sugestdes dos revisores Professores Doutores

Rafael Bueno Orcy e Gustavo Dias Ferreira;

2- RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO: descrigéo detalhada sobre alguns

pontos que chamaram atencao durante o decorrer do trabalho de campo;

3- ARTIGO ORIGINAL: Efeito protetor de diferentes modelos de exercicios
fisicos em camundongos C57BL/6 expostos ao lipopolissacarideo. O artigo sera

traduzido para o inglés e submetido ao periodico Acta Physiologica;

4- PRESS-RELEASE: comunicado breve com os principais achados destinados

a imprensa local;

5- ANEXOS: anexos utilizados no trabalho.
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1. Introducéao

O organismo dispde de uma seérie de o6rgdos, ceélulas, moléculas,
hormdénios e moduladores interativos, que servem para protegé-lo de qualquer
material ndo proprio, os quais podem ser algum tipo de patégeno (virus,
micrébios, bactérias, fungos, ectoparasitas, protozoarios, vermes, entre outros)
ou, até mesmo, um enxerto de um 6rgdo advindo de transplante (PLAYFAIR &

CHAIN, 2013). Juntas, essas defesas denominam-se sistema imune.

O processo inflamatério é essencial para que haja resposta imune perante
infeccdes, pois ele é responsavel por aumentar a permeabilidade endotelial e
promover a quimiotaxia (PLAYFAIR & CHAIN, 2013). No entanto, a inflamacao
sistémica é prejudicial ao organismo ao passo que ela produz danos vasculares
que podem levar a varias doencas, faléncia de 6rgaos e até a morte (PLAYFAIR
& CHAIN, 2013). Em adicéo, inflamacéo sistémica de baixo grau € associada
com algumas disfuncbes como resisténcia a insulina, aterosclerose,
neurodegeneracdo, crescimento tumoral (LEONARD, 2007; PEDERSEN;
SALTIN, 2006; PRADHAN et al., 2001) e aumento para o risco de cancer
(COUSSENS; WERB, 2002). Niveis elevados de biomarcadores inflamatérios,
como a interleucina-6 (IL-6) e proteina c-reativa (PCR) sdo associados com
aumento do risco de varios tipos de cancer (DOSSUS et al., 2010; HEIKKILA et
al., 2009; SIEMES et al., 2006; TSILIDIS et al., 2008; WANG et al., 2011), doenca
cardiovascular (REILLY et al., 2005), osteoporose (PFEILSCHIFTER et al.,
2002), diabetes mellitus (KADOGLOU et al., 2007) e caquexia geriatrica (YEH et
al., 2001).

O estresse oxidativo também desempenha um papel importante nas
respostas imunes, onde em proporcdes fisioldégicas, as espécies reativas de
oxigénio (ERO), que sdo produzidas por leucdcitos e outras células inflamatdrias,
sédo envolvidas no processo fagocitotico, sinalizacéo celular e resposta imune
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). No entanto, tanto as ERO, quanto as
espécies reativas de nitrogénio, quando em condic&o crénica podem aumentar
o dano tecidual, o que pode desencadear varias disfun¢cdes, como a

carcinogénese (COUSSENS; WERB, 2002), estando envolvidos na patogénese
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de varias doencas, como doencas inflamatodrias, aterosclerose, cancer e
envelhecimento precoce (SOUTHORN; POWIS, 1988).

Dentre os organismos patdgenos existentes, destaca-se as bactérias, que
sao classificadas em gram-negativas e gram-positivas. As primeiras sao células
bacterianas que apresentam em sua estrutura pequenas porgbes de
peptideoglicanos, e uma membrana externa contendo lipopolissacarideo (LPS),
lipoproteinas e demais macromoléculas complexas. Ja as bactérias gram-
positivas apresentam uma parede celular consistente e com grandes
quantidades de peptideoglicanos em sua estrutura, porém ndo possuem uma

membrana externa como as bactérias gram-negativas (MADIGAN et al., 2016).

Devido ao fato que o LPS estd presente em bactérias gram-negativas
(WANG & QUINN, 2010) e é fator determinante para o desenvolvimento de
véarias condicdes patolégicas (ANGUS et al., 2001; GONCALVES et al., 2012;
PEPPLER et al., 2016; LITTLEFIELD et al., 2015), ele tem sido estudado para
testar diversas terapias contra essas disfuncdes, principalmente em modelos
animais. Seus efeitos deletérios ao organismo se dao, em grande parte, devido
a uma resposta pro-inflamatoria exacerbada e generalizada (RIETSCHEL &
BRADE, 1992; BONE, 1993; RIETSCHEL et al., 1994), advinda de uma cascata
inflamatoria ativada pela administracdo de LPS, tanto a nivel sistémico, quanto
em nivel tecidual especifico (ANGUS & van der POLL, 2013).

Da mesma forma, o movimento tem se mostrado como um fator muito
relevante para a prevencao e tratamento de varias doencas, principalmente
cronicas degenerativas (WHO, 2010). Muitos dos fatores de risco para essas
doencas, e a grande maioria delas, estdo associados a inflamacao sistémica de
baixo grau (LIBBY, 2002; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002; DANDONA; ALJADA;
BANDYOPADHYAY, 2004; HAN et al., 2002; BARZILAY et al., 2001; DUNCAN
et al., 2003; FESTA et al.,, 2002) o que pode explicar em parte o efeito do
movimento sobre essas disfungdes, pois sabe-se que a atividade fisica, e
principalmente o exercicio fisico, determinam um conjunto de efeitos agudos e
cronicos anti-inflamatorios (PETERSEN & PEDERSEN, 2005).
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Com isso em mente, é razoavel hipotetizarmos que efeitos crbnicos da
atividade/exercicio fisico tém grande chance de influenciar a imunomodulacéo
do organismo, de modo a protegé-lo contra os efeitos deletérios do LPS. Porém,
pesquisas sobre a influéncia do exercicio fisico em humanos estdo estudando
organismos saudaveis e com a concentracdo de marcadores imunoldgicos
normais ja na linha base (FREITAS et al., 2016). Neste sentido, falta verificar a
influéncia do exercicio sobre organismos posteriormente submetidos a agentes
patogenos, de modo a averiguar efetivamente as possiveis melhoras que o

exercicio fisico pode trazer para o sistema imune (FREITAS et al., 2016).

No entanto, do ponto de vista ético, esse tipo de intervencao (intervir com
o exercicio fisico e posteriormente administrar um agente patdgeno) €
inapropriada para ser realizada com humanos e, devido a isso, estudos desta
natureza estao utilizando a atividade/exercicio fisico na prevencéo ou tratamento
de diversas disfuncbes associadas a inoculacdo de LPS em modelos animais.
Porém, até o presente momento, foram encontrados apenas 12 estudos que
administraram o LPS apds um periodo de treinamento fisico em camundongos
C57BL/6, BALB-c, ICR e Ratos Sprague Dawley (CHEN; CHEN; JEN, 2010;
GONCALVES et al., 2012; HUEY & MEADOR, 2008; ISHIZASHI et al., 1995;
KATO et al., 2006; LITTLEFIELD et al., 2015; MARTIN et al., 2013; MARTIN et
al., 2014; PEPPLER et al., 2016; PEPPLER et al., 2017; RAMOS et al., 2010;
ROWSEY et al., 2006).

1.1. Objetivo geral

O presente estudo objetivara verificar os efeitos protetivos de diferentes
modelos de exercicio fisico (treinamento intervalado de alta intensidade — HIIT;
e treinamento continuo de intensidade moderada) sobre respostas inflamatérias
e de estresse oxidativo em camundongos fémeas C57BL/6 submetidos a

inducao de inflamacgéao sistémica por LPS.
1.2. Objetivos especificos

Comparar os efeitos protetivos de diferentes modelos de exercicio fisico (HIT
e treinamento continuo de intensidade moderada), iniciados seis semanas antes

da injecao de LPS, sobre:
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1. atemperatura corporal dos animais;

2. onivel cerebral (cortex e hipocampo) de marcadores do estresse oxidativo
(espécies reativas de oxigénio -ROS- e substancias reativas ao acido
tiobarbiturico -TBARS-);

3. a atividade de enzimas antioxidantes e substancias antioxidantes nao
enzimaticas (catalase -CAT-, superoxido dismutase -SOD- e conteudo
tiolico total) no cérebro (cortex e hipocampo);

4. os niveis séricos de citocinas inflamatorias (IL-6 e TNF-a).
1.3. Justificativa

Levando em conta a existéncia de apenas de 12 trabalhos que
administraram o LPS ap6s um periodo de treinamento fisico, salienta-se a
necessidade de realizar novos estudos com exercicio fisico, pois somente quatro
dos doze estudos trabalharam com esse tipo de metodologia (CHEN; CHEN;
JEN, 2010; GONCALVES et al., 2012; RAMOS et al., 2010; KATO et al., 2006),
sendo que o restante utilizou intervencdes com atividade fisica. Além disso, dos
estudos que utilizaram exercicio fisico, a intervencao foi somente com exercicio
continuo de intensidades leve ou moderada, ndo sendo encontrado na literatura
cientifica estudo utilizando como intervencao outras formas de exercicio fisico
utilizando cargas de alta intensidade, como exercicio de forca, ou exercicio
intermitente de alta intensidade. Finalmente, nenhum desses estudos com
exercicio fisico utilizou a temperatura corporal como desfecho principal, e essa
€ uma das alteracdes caracteristicas da resposta imune, sendo indispensavel
para monitorar a progressao da doenca (MEI et al.,, 2018). No caso de
camundongos C57BL/6, ha uma alteracdo marcada no sentido da hipotermia
(MEI et al., 2018).

Por fim, levando em conta que o LPS é fator determinante para o
desenvolvimento de neuroinflamacéo e neurodegeneragéo (LITTLEFIELD et al.,
2015) e que as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT) compdem o principal sistema de defesa antioxidante que
pode proteger as ceélulas cerebrais contra o dano oxidativo (DRINGEN;
PAWLOWSKI; HIRRLINGER, 2005; ANDREAZZA et al, 2008), faz-se
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necessario determinar os parametros oxidantes e anti-oxidantes cerebrais em

organismos submetidos ao LPS.
1.4. HipGteses

1.4.1. Espera-se que a temperatura corporal dos grupos exercicio tenha uma
queda menos acentuada do que o grupo sedentario apds a administracdo de
LPS, em virtude do efeito anti-inflamatorio do exercicio (PETERSEN &

PEDERSEN, 2005);

1.4.2. Espera-se que os niveis dos marcadores pro-inflamatorios (IL-6 e TNF-a),
e de estresse oxidativo estejam mais baixos nos grupos exercicio, pois ambos
modelos de exercicio jA se mostraram eficientes em promover reforcos
imunologicos semelhantes (BARTLETT et al., 2017), porém, com queda mais
acentuada no grupo continuo de intensidade moderada, pois sabemos que 0s
niveis de IL-6 sdo mais influenciados pelo volume do que pela intensidade do
exercicio fisico, da mesma forma que o TNF-a é um dos compostos que

estimulam a producao de IL-6;

1.4.3. Espera-se que as enzimas antioxidantes estejam mais ativadas e o
contetdo tidlico total esteja mais elevado nos grupos exercicio fisico em
comparacao ao grupo controle, devido ao efeito antioxidante do exercicio
(POWERS; JI; LEEUWENBURGH, 1999; SHERN-BREWER et al, 1998;
VINCENT et al., 1999).

2. Revisao de Literatura
2.1 Sistema imune

No corpo humano existe uma série de defesas contra toda e qualquer
particula estranha que entre no organismo. Essa particula estranha é
denominada “material ndo préprio” e pode ser qualquer tipo de patdégeno (virus,
micrébios, bactérias, fungos, ectoparasitas, protozoarios, vermes, etc.) e, até
mesmo, um enxerto de um oOrgao capaz de salvar vidas (PLAYFAIR & CHAIN,
2013). Para essa defesa, o corpo dispde de uma série de oOrgaos, células,

moléculas, hormdénios e moduladores interativos, que juntos formam nosso
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sistemaimune. Além da eliminacéo de virus, bactérias, fungos e macromoléculas
estranhas, o sistema imune é responséavel pela remocdo de células mortas,
estabelecimento de memaria imunoldgica e por impedir o crescimento anormal
de células cancerosas, combatendo os tumores (PLAYFAIR & CHAIN, 2013).

Didaticamente, o sistema imune é dividido em imunidade inata e
imunidade adaptativa. Ressalta-se que essa divisdo € somente para facilitar a
compreensdao de forma tedrica, pois ambas atuam simultaneamente no
organismo. Além do mais, as duas sdo constituidas por elementos celulares e

humorais (i.e., livres no soro ou nos liquidos corporais).

A imunidade inata é composta pela pele, membranas mucosas,
temperatura corporal, algumas subpopulacdes de leucécitos (neutrofilos,
eosinofilos, basdfilos, mondcitos, células natural killers —NK-) e barreiras
inflamatorias. Ela responde aos estimulos de maneira ndo especifica, isso quer
dizer que todo o organismo ndo proprio que tentar entrar em nosSso corpo,
independentemente do que seja, encontrard resisténcias externas a essa
entrada (pele e membranas mucosas) e, caso essas defesas falhem, sera
atacado de modo “impessoal” por todas as células que compdes a imunidade
inata (as subpopulacdes de leucdcitos supracitadas) que se utilizardo de
processos fagociticos, citotoxicos e inflamatorios para elimina-los (PLAYFAIR &
CHAIN, 2013). A imunidade inata, entdo, ndo apresenta memdéria imunoldgica
devido ao fato dos ataques serem indiscriminados, ndo havendo meios para que

elas se previnam de um novo ataque desse invasor.

Todos patdgenos possuem em sua estrutura uma molécula chamada
antigeno, que, via de regra, sdo peptideos presentes nessas células, porém
podem ser proteinas préprias expressas em concentracdes acima do normal,
como no caso de tumores. O sistema imune adaptativo tem a habilidade de
reconhecer essas substancias e, com isso, produzir respostas especificas ao
patégeno. A imunidade adaptativa € constituida pela subpopulacédo de leucocitos
denominada linfocitos (subdividindo-se em linfocitos T e linfécitos B), bem como
pelas imunoglobulinas (Ig), que também sdo conhecidas como anticorpos. Os
linfécitos respondem seletivamente a milhares de antigenos diferentes, sendo

que os linfocitos B sé@o os responsaveis pela secrec¢do de anticorpos (IgA, IgD,
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IgE, 1gG e IgM, com a producéo de IgG correspondendo a 75% da producgéo total
de imunoglobulinas), neutralizacdo de toxinas bacterianas e alguns virus,
realizacdo da opsonizacao (facilitacdo da fagocitose) e ativacdo do sistema
complemento (conjunto de proteinas que auxiliam as células imunes na atuacao
contra qualquer patdgeno, pertencendo a imunidade inata). Ja os linfocitos T
auxiliam os linfécitos B na producao de g, destroem células infectadas por virus,
ativam macréfagos e secretam citocinas que induzem a inflamacéao (PLAYFAIR
& CHAIN, 2013).

Os linfocitos T ainda se subdividem em células T auxiliares (ajudam na
comunicacdo e ativacdo de outros leucécitos, bem como na estimulagédo das
células B para produzirem mais anticorpos), células T citotdxicas (aquelas que
atacam e destroem diretamente o patdgeno) e células T regulatorias (sua acdo
€ prioritariamente induzir imunossupressao, inibindo o sistema imune para evitar

sua hiperativacao).

Como os linfécitos respondem de maneira especifica aos antigenos, apés
uma infeccao ser controlada e eliminada do organismo, eles tém a capacidade
de ficarem pré-ativados para combater o0 mesmo agente infeccioso da forma
mais eficiente e rapida, caso 0 mesmo volte a penetrar em nosso corpo. A esse
fendbmeno que chamamos de memoaria imunolégica (PLAYFAIR & CHAIN, 2013),
e como pode-se ver, o0 sistema imune adaptativo que € o responsavel por ela.
Conceituando, memoéria imunolégica nada mais € do que um padréo de resposta

imunologica permanentemente alterado perante determinado antigeno.

No entanto, como ja foi citado, as imunidades inata e adaptativa atuam de
forma simultdnea. Geralmente, a resposta inata precede e desencadeia a
adaptativa, isso devido ao fato da ndo especificidade da primeira perante o
invasor (portanto, uma resposta rapida), enquanto que a segunda deve

reconhecer o antigeno e secretar Igs adequadas (demandando tempo para isso).

7z

A imunidade inata é ativada quando as células utilizam conjuntos
especializados de receptores para reconhecer diferentes micro-organismos
invasores, contribuindo para a ativagdo de um numero limitado de mecanismos
basicos de eliminacdo de micro-organismos, basicamente com neutrofilos (que

correspondem a aproximadamente 95% de todos o0s leucdcitos
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polimorfonucleares) e macrofagos realizando fagocitose de bactérias e com a
libracdo de interferons antivirais (proteinas produzidas pelos leucdcitos e
fibroblastos para interferir na replicacdo de virus, bactérias e células tumorais,
além de estimular outras células de defesa). Ja& a maioria das respostas
adaptativas é exercida via interagcdo entre 1) anticorpo com o0 sistema
complemento; 2) anticorpo com células fagociticas (como, por exemplo,
macrofagos); e 3) células T com macrofagos; mesmo que alguns mecanismos
atuem de forma independente contra os antigenos. A Figura 1 apresenta um
esquema simplificado dos mecanismos envolvidos nas respostas inatas e

adaptativas e suas interagdes.
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Figura 1. Esquema simplificado dos mecanismos da imunidade inata e adaptativa, bem como sua interagéo.
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PMN (leucdécito polimorfonuclear ou granuldcitos: compreendem cerca de 80% dos leucécitos no sangue,
compreendendo os neutréfilos, eosindfilos e basdfilos); DC (célula dendritica: apresentam antigenos para
os linfécitos T); NK (célula natural killer); T (linfocito T); B (linfocito B). Adaptado de Playfair & Chain (2013).
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2.2 Inflamagéo

A inflamacéo é produzida exclusivamente por compostos da imunidade
inata, mais precisamente por trés mecanismos distintos: 1) quando o sistema
complemento é ativado; 2) pelas proteinas de fase aguda; e 3) pelos mastocitos
(célula similar aos basofilos) quando danificados. A inflamacéo tem a funcéo de
promover a quimiotaxia (processo de atracdo de células em direcdo a um
gradiente quimico) de leucdcitos polimorfonucleares e mondcitos para o local
infectado (foco de inflamacdo) e aumentar a permeabilidade do endotélio
vascular, de modo a facilitar o ingresso dos componentes imunes Séricos no
tecido lesado (PLAYFAIR & CHAIN, 2013). O aumento de permeabilidade
endotelial € o maior responsavel pelos principais sintomas da inflamacéo, que
sdo: rubor, calor, edema e dor. A figura 2 exemplifica de forma simplificada as

principais etapas da inflamacéo aguda.
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Figura 2. Esquema simplificado dos mecanismos envolvidos na inflamac¢do aguda perante uma invasdo

bacteriana (hastes pretas). PMN (leucdcito polimorfonuclear ou granulécitos: compreendem cerca de 80% dos
leucécitos no sangue, compreendendo os neutréfilos, eosindfilos e basofilos). Adaptado de Playfair & Chain
(2013).
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Esse efeito agudo da inflamacdo é natural e indispensavel ao correto
funcionamento do sistema imune. Porém, caso a inflamacé@o ndo cesse apdés
alguns dias, pode se tornar cronica. De forma cronica, ela induzira uma constante
ativacdo imunoldgica, o que danificara o organismo, pois, ao passo que ele fica
constantemente ativado, também passara a destruir células sadias. Isto se da
porque, com a ativacao constante de macréfagos e mondcitos via inflamacéo, as
enzimas produzidas por eles, que sdo responsaveis pela remocdo de células
mortas, podem danificar as células sadias, bem como alguns compostos
eicosanoides (prostaglandinas e leucotrienos, que sdo produzidos pela enzima
Ciclo-oxigenase (COX) — principalmente pela a isoenzima COX-2 — a qual a
expressao € induzida por mediadores proé-inflamatérios vindos de mondcitos e
magréfagos) podem bloquear a funcao dos leucdcitos. Além disso, as enzimas
lisossbmicas (enzimas bactericidas) também sédo capazes de gerar danos aos

tecidos normais.

A inflamacao crénica se da devido a auséncia de qualquer resposta imune
especifica ou por acdo persistente de antigenos, em particular nas infeccdes
intracelulares, como tuberculose, brucelose, leishmaniose, esquistossomose,
entre outras (PLAYFAIR & CHAIN, 2013). Ela esta ligada a danos vasculares
que podem levar a doencas severas, faléncia de 6rgdos e até a morte
(PLAYFAIR & CHAIN, 2013). Além disso, a inflamacéo sistémica de baixo grau
€ associada com varias disfuncdes, como a resisténcia a insulina, aterosclerose,
neurodegeneracado, crescimento tumoral (LEONARD, 2007; PRADHAN et al.,
2001; PEDERSEN & SALTIN, 2006) e aumento do risco de cancer (COUSSENS
& WERB, 2002).

Com essas informacdes, torna-se importante conhecer, quantificar e
analisar os processos inflamatoérios e imunes do organismo, inclusive ligados ao
exercicio fisico, pois esses aspectos podem limitar a performance fisica, como
também a pratica do exercicio pode influencia-los, de modo a induzir processos
inflamatorios, anti-inflamatorios, imunossupressores e adaptacbes ao sistema

imunologico.
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Para desencadear respostas imunes (como a divisdo e diferenciagao
celular, além da secregéo de anticorpos) e inflamatérias, as células do sistema
imune necessitam comunicar-se entre si. Essa comunicacao s6 pode ser feita de
duas formas: 1) interacao receptor-receptor, por contato direto; 2) por intermédio
de moléculas chamadas citocinas (PLAYFAIR & CHAIN, 2013). As citocinas séao
moléculas proteicas, glicolisadas ou ndo, que enviam diversos sinais
estimulatérios, modulatérios ou inibitérios para as diferentes células do sistema
imunologico. Tem fungdo autdcrina (agindo na propria célula produtora),
paracrina (atuando em células préximas) e enddécrina (quando sua acao é a
distancia). Atuam em concentracdes baixissimas e sua sintese habitualmente
ocorre apoOs estimulacdo antigena. Podem ter fungdes pro-inflamatorias
(induzem que o sistema imune inato produza inflamacao) e anti-inflamatorias

(inibem a producao de citocinas pré-inflamatorias).
As citocinas sdo subdivididas nas seguintes categorias:
. Adipocinas: Secretadas pelo tecido adiposo;

. Miocinas: Produzidas e secretadas pelas células musculares (miécitos)

em resposta a contracdo muscular;
. Quimiocinas: Responsaveis por promover a quimiotaxia;
. Linfocinas: Produzidas pelos linfécitos;
. Interferons: Envolvidos nas respostas antivirais;

. Fatores de necrose tumorais: Citocinas que podem causar a morte

celular (apoptose);

. Interleucinas: Termo inicialmente utilizado para designar as citocinas
gue agiam sobre os leucdcitos. Porém se utiliza, hoje, para a designacéo de
moléculas de citocinas mais recentes. S&o produzidas principalmente por quatro
tipos de células T (células T auxiliares do tipo 2 — Th2; células reguladoras Tr1,
Thl, Thl7 e células T CD8+), mas também, mondcitos, macrofagos, células
teciduais (como as dendriticas) que apresentam papel importante na ativacao
dos linfocitos e na inducgéo da diviséo de outras células (ASADULLAH; STERRY;
VOLK, 2003).


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas_T
https://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
https://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito
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Ademais, concentracbes elevadas desses compostos, como a
interleucina-6 (IL-6) e outro biomarcador inflamatério (proteina C-reativa), séo
associadas com o aumento do risco para diversos tipos de canceres (SIEMES
et al., 2006; TSILIDIS et al., 2008; HEIKKILA et al., 2009; WANG et al., 2011,
DOSSUS et al., 2010), doenca cardiovascular (REILLY et al., 2005), osteoporose
(PFEILSCHIFTER et al., 2002), diabetes mellitus (KADOGLOU et al., 2007) e
caquexia geriatrica (YEH et al., 2001). Devido a isso, parece razoavel a utilizacéo
das citocinas como parametros de avaliacdo (ou biomarcadores) da atividade

inflamatéria e imune.

Dentre os métodos existentes para realizar sua quantificacdo sérica,
destaca-se o uso da técnica denominada Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA), a qual é um dos procedimentos mais confiaveis e validados para
mensurar as citocinas individualmente (LENG et al., 2008). Seu funcionamento
se baseia na utilizacdo de um anticorpo especifico para a citocina de interesse,
onde a ligacdo antigeno-anticorpo se dard de forma natural. Porém, esse
anticorpo € ligado a uma enzima, e, no passo final, uma substancia contendo o
substrato da enzima é adicionada. A reacao posterior produzira uma mudanca

na cor do substrato, tornando-o detectavel.
2.3 Desfechos inflamatorios

2.3.1 Interleucina-6 (IL-6)

2.3.1.1 Historico e estrutura molecular

Em 1968, alguns estudos (MILLER; MITCHELL, 1968; CLAMAN;
CHAPERON; SELNER, 1968) reportaram uma interacao entre as células T e B
durante a producao de anticorpos. Devido as tecnologias da época, somente foi
possivel observar que algumas atividades nos sobrenadantes de células T
cultivadas induziam a proliferacéo e diferenciacdo de células B. Isso permitiu
apenas que o0s cientistas pudessem teorizar que possivelmente as células T
secretavam algumas moléculas que estimulavam as células B a produzirem

anticorpos.

Essas moléculas foram subsequentemente descobertas e denominadas

fatores de crescimento das células B e/ou fatores de diferenciacéo das células
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B. Seus estudos iniciais comegcaram em 1973, com a descoberta de fatores
soluveis que aumentavam a producéo de anticorpos (KISHIMOTO; ISHIZAKA,
1973; KISHIMOTO; ISHIZAKA, 1973b; KISHIMOTO; ISHIZAKA, 1973c) e de um
fator de substituicdo de células T (SCHIMPL; WECKER, 1973). Entre os anos de
1975 e 1980, concluiu-se que linfécitos de coelho ou células B de murinos
induziam a producgéo de Ig em células B (KISHIMOTO et al., 1975; PARKER et
al., 1980) e foram descobertos dois fatores envolvidos no crescimento e na
diferenciacéo de células B (KISHIMOTO et al., 1978). Ja, em 1982, foi realmente
conhecido o fator de crescimento de células B (HOWARD et al., 1982). Seis anos
depois, foi constatado que sua subdivisdo (o fator de crescimento de células B-
II) induzia o crescimento e a producdo de IgM em células B de murinos
(posteriormente essa substancia foi denominada como IL-5) (KINASHI et al.,
1986).

Em 1986, uma nova interleucina humana foi descoberta, chamada de fator
estimulador de células B-2 (BSF-2), a qual fazia parte dos fatores de
diferenciacdo de células B, cuja fungdo era induzir os linfocitos a produzirem Ig

(HIRANO et al., 1986). Atualmente, esse fator é conhecido como IL-6.

O gene da IL-6 esta localizado no cromossomo 7p21 do genoma humano
(SEHGAL et al.,1986) e no cromossomo 5 de ratos (MOCK et al.,1989). Os
genes da IL-6 humana ja foram clonados e sequenciados, contendo em sua
estrutura quatro introns e cinco exons (ZILBERSTEIN et al., 1986; YASUKAWA
et al., 1987). Ela € uma glicoproteina de cadeia simples com uma massa
molecular relativa variando de 21kDa a 30kDa, dependendo da fonte celular e
método de preparacdo (HIRANO et al.,, 1985; CAYPHAS et al., 1987; VAN
DAMME et al., 1987; VAN DAMME et al., 1988), contendo 185 residuos de
aminoéacidos (XU et al., 1997), onde sua estrutura tridimensional em solucéo foi
determinada pela técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
multidimensional heteronuclear, tendo como resultado que a IL-6 é uma proteina
que contém cinco a-hélices intercaladas com algcas de comprimento variavel,
sendo que quatro dessas hélices constituem um feixe classico com a quinta
hélice localizada na alca do espectro de dicroismo circular (XU et al., 1997)
(Figura 3)
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Figura 3. Imagem estéreo da estrutura da IL-6 obtida pela técnica de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear multidimensional heteronuclear (Dominio publico). Cada
hélice individual estd nomeada (A, B, C, D e E).

2.3.1.2 Func0es, valores de referéncia e relacdes com patologias

Como essa molécula tem vérias funcdes, ela ja foi chamada de muitos
nomes, como BSF-2, e foi considerada um novo interferon. Porém,
posteriormente, descobriu-se que ela nao tinha acédo antiviral (HIRANO et al.,
1988). Ademais, nominaram-na fator de crescimento de hibridoma, fator de
crescimento de plasmocitoma e fator estimulador de hepatdcitos, que induziam
reacoes de fase aguda (GAULDIE et al., 1987; ANDUS et al., 1987), devido ao
fato da IL-6 exibir um grande efeito estimulador no crescimento de plasmocitoma
de murinos (SUEMATSU et al., 1992) e mieloma humano (KAWANO et al.,
1988). Além disso, como ela induz a producéo de células do sistema imune pelo
progenitor mieloide, ela também foi referida como indutor tipo 2 de macrofagos
e granuldcitos (SHABO et al., 1988). Em adicdo a todas essas funcoes, a IL-6
tem um papel chave na inflamacéo, dado que é um dos principais indutores de
vérias proteinas de fase aguda (proteinas que produzem inflamacéo), como a
proteina C-reativa, amiloide A seérica, fibrinogénio, haptoglobina, entre outros
(HEINRICH PC; CASTELL JV & ANDUS, 1990).



34

Dentre as fungbes que a IL-6 desempenha, destacam-se a influéncia que
ela tem sobre as repostas imunes antigeno-especificas e reagdes inflamatérias.
Além disso, ela é capaz de induzir o crescimento de células T e diferenciacao de
células T citotoxicas através do aumento da expressdo do receptor de IL-2
(NOMA et al., 1986) e producao de IL-2 (HIBI et al., 1990), bem como induzir a
proliferacéo de timocitos (local de maturacéo dos linfécitos T). Na hematopoiese,
uma acao conjunta de IL-6 e IL-3 suportam a formacé&o de colbnias de blastdcitos
(células embrionarias, ainda ndo diferenciada) que se diferenciardo em

macréfagos e megacariocitos (YOSHIZAKI et al., 1998).

Nesse mesmo sentido, a IL-6 tem efeitos pronunciados na massa 6ssea,
podendo induzir a diferenciacao de osteoclastos e sua ativacédo in vitro (TAMURA
et al., 1993), porém pode estar envolvida na inflamacdo sinovial e dano
periarticular a cartilagem e ao 0sso, devido aos altos niveis séricos dessa
citocina se correlacionarem com a gravidade da destruicdo radiografica
(DASGUPTA et al., 1992) e com a diminui¢cao da producao de agrecano (proteina
central proteoglicada cartilago-especifica) e colageno do tipo Il pelos condrdcitos
(LEGENDRE et al., 2003). Essas duas substancias juntas formam um
componente fundamental para a estrutura e funcdo da cartilagem das
articulacdes. Além disso, parece estar envolvida em danos as cartilagens e
0ssos (KUDO et al., 2003).

Outra funcéo da IL-6 é induzir a expressao endotelial de moléculas de
adesdo e a producédo endotelial da proteina quimioatrativa de mondacitos-1 (MCP-
1) (ROMANO et al., 1997), que é uma proteina responsavel pela quimiotaxia de
mondcitos, e parece que tem relacdo direta com a quimiotaxia de outros tipos de
leucdcitos, pois ratos knockout para a sintese de IL-6 acumulam menos
leucdcitos no local da inflamagdo (ROMANO et al., 1997) e ocorre a diminuicao
da migracdo de linfocitos e mondcitos para o tecido infectado através do
endotélio das vénulas pos-capilares (HURST et al.,, 2001). Ademais, ha o
envolvimento no recrutamento de células vasculares mesenquimais e
neoangiogénese in vivo (GIRAUDO et al., 1996) e na inducéo da proliferacéo de
fibroblastos sinoviais (MIHARA et al., 1995). E devido ao fato que a IL-6 exerce

diversos eventos proliferativos, diferenciativos e de maturacéo, dependendo da



35

natureza da célula alvo, bem como diferentes fungdes no organismo, que essa

proteina ganha o status de citocina pleiotropica (KISHIMOTO, 2006).

Em condicdes fisioldgicas, os niveis séricos de IL-6 variam de 1 a 5 pg/mL,
valores considerados muito baixos, embora seu volume possa aumentar mais de
100.000 vezes durante fases iniciais de inflamacdo (KISHIMOTO, 1989;
KISHIMOTO, 2005). Essa citocina esta envolvida na resposta imune inata, o que
significa que h& uma elevacdo dos seus niveis séricos caso ocorra alguma
infeccdo, sendo produzida por mondcitos e macrofagos (KISHIMOTO, 2005).
Também pode estar envolvida na resposta imune adquirida, induzindo os
linfécitos B a produzirem imunoglobulinas (KISHIMOTO, 1989).

Como ja vimos, a IL-6 exibe um papel importante em processos
inflamatoérios e, devido a essa acdo pro-inflamatéria, ela € um importante
biomarcador de inflamacgéo. E por esse motivo que é natural que a producéo
exacerbada e cronica dessa interleucina esteja associada ao desenvolvimento
de varias doencas autoimunes, inflamatérias e, até mesmo, canceres
(KISHIMOTO, 1989; KISHIMOTO, 2005; AKIRA; TAGA & KISHIMOTO, 1993;
TANAKA; KISHIMOTO, 2012).

Mesquida et al. (2014), em seu artigo de revisdo, apresentam uma tabela
modificada de Simon (2011), enumerando as seguintes doencas onde a IL-6

desempenha um papel na patogénese:

- doencas inflamatdrias: artrite reumatoide crénica, artrite juvenil, doenca de Still
do adulto, doenca de Castleman, doenca de Graves, osteoartrite, doenca
inflamatdria intestinal, doenca intersticial pulmonar, esclerose sistémica,
inflamacé&o intraocular, policondrite recidivante, espondilite anquilosante, sepse,

asma e endometriose;

- doencgas neuroldgicas: esclerose multipla, doenca de Alzheimer, esquizofrenia,

depressao, mania e estresse psicologico;

- canceres: cancer de mama, cancer de préstata, carcinoma de células renais

metastatico, mieloma mdltiplo e cancer colorretal;
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- infecgBes: infec¢des pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus
linfotropico da célula humana do tipo 1 (HTLV-1), malaria cerebral, infeccédo

meningococica e infec¢des do trato urinario.

E devido ao fato que a IL-6 € um 6timo marcador inflamatério e a relagéo
de que seus niveis elevados sao fatores de risco para inUmeras doencas, que
essa citocina é um desfecho tdo importante e estudado, sendo uma das citocinas
mais pesquisadas nas ciéncias bioldgicas e da saude.

2.3.1.3 Efeitos da IL-6 como miocina e sua relagdo com o exercicio fisico

E importante salientar, principalmente para as ciéncias que estudam o

movimento humano, que além de uma interleucina, a IL-6 é uma miocina.

Como ja foi mencionado, as miocinas sdo citocinas, proteinas pequenas
ou peptideos, que sado produzidos e liberados pelos midcitos em resposta a
contracdo muscular (PEDERSEN et al., 2007), ou seja, em resposta ao
movimento corporal. Essa € uma area recente do conhecimento, visto que o

termo miocina foi proposto pela primeira vez em 2003 por Pedersen et al. (2003).

Do mesmo modo que as citocinas, as miocinas tém efeitos autocrinos,
paracrinos e endocrinos, com efeitos sistémicos ocorrendo em concentracdes
picomolares (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2012; PEDERSEN, 2013). Estédo
envolvidas em alteracbes metabdlicas associadas ao exercicio fisico,
adaptacdes ao treinamento, participando da regeneracéo e reparos dos tecidos,
imunomodulacgéo, sinalizacdo, expresséao e diferenciacdo celular, bem como na

manutenc¢ao do funcionamento corporal saudavel (PEDERSEN et al., 2007).

Ao contrario da IL-6 quando citocina, que tem acao pro-inflamatoria, a IL-
6 quando miocina tem acéo anti-inflamatéria. Isso se d4, devido as vias de
sinalizacdo de IL-6 se diferirem de maneira muito prenunciada entre os midcitos
(que produzem a miocina) e os mondcitos/macréfagos (que produzem a citocina)
(BRANDT & PEDERSEN, 2010). A via de sinalizacéo de IL-6 em macréfagos ou
mondcitos é dependente da ativacdo da via de sinalizacdo de NF-kB (factor
nuclear kappa B) (BRANDT & PEDERSEN, 2010), que é um complexo proteico
gue desempenha fun¢des como fator de transcricdo, desempenhando um papel

fundamental na regulacéo da resposta imunitaria a infeccéo.
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No entanto, a expressao intramuscular de IL-6 pelos miécitos é regulada
por uma rede de cascatas de sinalizacdo, incluindo as vias Ca2/NFAT e
glicogénio/p38 MAPK (BRANDT & PEDERSEN, 2010). Dessa forma, quando a
IL-6 é sinalizada em mondcitos ou macréfagos, cria-se uma resposta pro-
inflamatdria, enquanto que a ativacdo e sinalizagcdo da IL-6 no musculo é
totalmente independente de uma prévia resposta de TNF ou ativacdo de NF-kB
(BRANDT & PEDERSEN, 2010).

Falando especificamente sobre a relacdo entre a IL-6 e a
atividade/exercicio fisico, em 1991, Northoff & Berg (1991), foram os primeiros a
reportarem aumentos plasmaticos na concentracdo de IL-6 em resposta ao
exercicio. Nessa época, ainda ndo se tinha o conhecimento de que o musculo
atuava como um 6rgao enddcrino em resposta a agao contratil. Foi somente 17
anos depois que a IL-6 foi descoberta como miocina, sendo a primeira molécula
dessa classe conhecida pela ciéncia, a qual era secretada na corrente sanguinea
em resposta as contra¢cdes musculares (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2008).

No que se refere aos efeitos agudos, seus niveis plasmaticos aumentam
mais drasticamente do que qualquer outra citocina (OSTROWSKI et al., 1998a;
PEDERSEN & HOFFMANN-GOETZ, 2000) e podem aumentar em até 100 vezes
em resposta ao exercicio fisico (mesmo que aumentos menores sejam mais
frequentes), porém a magnitude da resposta é dependente da intensidade e,
especialmente, da duracdo do exercicio, enquanto que o modo de exercicio
parece ter pouco efeito (FISCHER, 2006).

No entanto, para se ter uma resposta sistémica pronunciada no
organismo, é necessario realizar exercicio fisico prolongado, envolvendo massa
muscular significante na atividade contratil (FISCHER, 2006), como ja foi
notificado em uma corrida de 246 km de distancia, onde seus niveis plasmaticos
aumentaram 8.000 vezes (MARGELI et al., 2005). Porém, deve-se ter em mente
gue os niveis de IL-6 tém seu pico imediatamente apds 0 exercicio ou pouco
depois, seguido de uma diminui¢do rapida aos niveis pré-exercicio (FISCHER et
al., 2004; OSTROWSKI et al., 1998b).

O é&cido ribonucleico mensageiro (MRNA) é responsavel pela
transferéncia de informacdo do DNA até o local de sintese de proteinas. Em
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resposta ao exercicio, é detectavel um aumento no conteddo do mRNA de IL-6
no musculo esquelético envolvido na atividade ap6s 30 minutos, com aumentos
de até 100 vezes sendo detectados ao final da sesséo de exercicio (KELLER et
al., 2001; STEENSBERG et al., 2002), aumentando, assim, a sintese de IL-6.
Através de biopsias no musculo vasto lateral de humanos, com técnicas de
hibridizacéo in situ e imunohistoquimica, constatou-se que as fibras musculares
contrateis sdo uma fonte de mRNA de IL-6 (HISCOCK et al., 2004; PENKOWA
et al., 2003).

Aparentemente, os niveis de IL-6 que se acumulam no intersticio (liquido
claro e transparente que banha as células de todos os animais) das fibras
musculares envolvidas no exercicio podem ser de cinco a 100 vezes superiores
aos encontrados na circulacdo (LANGBERG et al., 2002; ROTTER; NAGAEV;
SMITH, 2003). No entanto, quando foi medido simultaneamente as
concentracfes arterio-venosa de IL-6 e o fluxo sanguineo da perna, foi
demonstrado que grandes quantidades de IL-6 podem ser liberadas pela perna
exercitada.

No ano de 1997, um estudo sugeriu que o0 aumento nos niveis de IL-6
advindos do exercicio fisico era devido ao dano muscular, ou seja, quanto mais
danos as fibras musculares a atividade proporcionasse, maiores seriam 0s niveis
séricos de IL-6 (BRUUNSGAARD et al., 1997). No entanto, atualmente ja é
sabido que o exercicio excéntrico (que proporciona um maior dano muscular)
nao € associado com maiores incrementos nos niveis de IL-6 quando comparado
a exercicios que envolvam contracfes concéntricas (que proporciona um menor
dano muscular) (FISCHER, 2006). O que geralmente acontece é que 0 exercicio
excéntrico pode resultar em um pico tardio e um decréscimo mais lento dos
niveis plasmaticos de IL-6 durante a recuperacdo (HELLSTEN, et al., 1997;
MacINTYRE et al., 2001; WILLOUGHBY; McFARLIN; BOIS, 2003).

Em contraste, as respostas da IL-6 sdo sensiveis a intensidade do
exercicio (OSTROWSKI; SCHJERLING; PEDERSEN, 2000), o que pode
representar indiretamente a massa muscular envolvida no exercicio fisico,
devido ao fato que o musculo por si s6 € uma importante fonte de IL-6 plasméatica
(FISCHER et al., 2004; STEENSBERG et al., 2000), pois como ja foi observado,



39

exercicios envolvendo uma massa muscular limitada (e.g.: musculos dos
membros superiores) podem ser insuficientes para o aumento dos niveis
plasmaticos de IL-6 a valores acima do pré-exercicio (BERGFORS et al., 2005;
HIROSE et al., 2004; NOSAKA & CLARKSON, 1996). Nao parece ser o caso da
corrida, visto que ela envolve por¢gdes maiores da musculatura, sendo por isso
um dos exercicios que mais aumentam os niveis plasméticos de IL-6 (FISCHER,
2006).

No entanto, a variavel que mais determina a amplitude dos niveis de IL-6
pos-exercicio € a duragcdo, pois mais do que 50% das variacfes plasmaticas
dessa miocina apos o exercicio sdo explicadas unicamente pela duracdo da
sessao, resultado que foi gerado através de uma regresséo linear com os dados
de 74 estudos e aproximadamente 800 sujeitos, tendo um R? = 0,51 e um P <
102 (FISCHER, 2006). No entanto, como o exercicio realizado em alta
intensidade geralmente é associado a baixa duracéo e o contrario é verdadeiro,
a relacdo entre o volume plasmatico de IL-6 e 0 aumento de duracdo pode ser
ainda mais pronunciado se ajustado para a intensidade do exercicio.

Para exemplificar essa relagéo, estudo recente (DORNELES et al., 2016)
verificou o efeito agudo de dois modelos de exercicios fisicos intervalados
(moderada e alta intensidade) sobre niveis sistémicos de IL-6 em individuos com
sobrepeso/obesidade e eutréficos. O exercicio intermitente de alta intensidade
(HIIE) consistia em 10 tiros de 60 segundos a 85-90% da poténcia méaxima
(Pmax) por 75 segundos a 50% da Pmax. O exercicio intermitente de intensidade
moderada (MIIE) foi realizado com 10 séries de 60 segundos a 70-75% da Pmax
por 60 segundos a 50% da Pmax. Os individuos com sobrepeso/obesidade
apresentaram um aumento progressivo nos niveis de IL-6 tanto imediatamente,
guanto 30 minutos apés o HIIE, enquanto que os eutréficos apresentaram um
aumento significante somente 30 minutos ap6s o exercicio. O MIIE, por outro
lado, nédo foi suficiente para modificar os niveis circulantes de IL-6. Com isso
vemos que quando a duracdo do exercicio é baixa, apenas aquele de

intensidade alta teve uma elevacéao significativa de IL-6.

No mesmo sentido, caso o volume das sessdOes de exercicio se

equipararem, um protocolo de HIIE (um minuto de esfor¢o a 100% da velocidade



40

do consumo méaximo de oxigénio - VOzmax, por um minuto de descanso) pode
promover respostas inflamatorias similares ao exercicio continuo de intensidade
moderada (70% da velocidade do VO:2max), inclusive aumentando os niveis
séricos de IL-6 pos-exercicio (CABRAL-SANTOS et al., 2015).

Vale ressaltar que a IL-6 pode atuar no musculo que realiza a contracéo
durante o exercicio ou no tecido adiposo durante a recuperacdo, enquanto que
a maioria dos outros 6rgdos e células-alvo sdo expostos apenas a IL-6 liberada
para a circulacéo sistémica, sendo que a relacéo dose-resposta e o timing devem

ser considerados.

A relacdo dose-resposta devido ao fato que aumentos consideraveis de
IL-6 no plasma ocorrerdo apenas se 0 exercicio envolver uma massa muscular
consideravel, por um tempo consideravel a uma intensidade consideravel. Caso
contrario, 0 aumento pode ser muito pequeno ou ndo existir. Mesmo assim, 0s
maiores valores de IL-6 plasmatica induzidos pelo exercicio fisico dificiimente
excederdao 100 pg/mL. No que se refere ao timing, o pico plasmético de IL-6
ocorrera imediatamente apds (ou um pouco depois) do término do exercicio
fisico e, devido a isso, os efeitos sistémicos induzidos por essa miocina sao
esperados para ocorrer de forma mais importante durante a recuperacdo do

exercicio.

No estudo de Cormie et al. (2015), os niveis séricos de IL-6 ndo se
modificaram ap0s alguma das trés sessdes diferentes de treinamento resistido.
Em cada sesséo experimental (separadas pelo periodo de sete a 10 dias entre
elas) eram realizados seis exercicios para membros superiores. Foram
realizadas trés séries em cada exercicio, onde somente a carga levantada e o
namero de repeticbes completadas em cada série diferiam entre as trés
condi¢des experimentais. A sesséo de baixa intensidade envolvia séries de 15 a
20 repeticdes maximas (RM), a intensidade moderada correspondia a séries de
10 a 12 RM e a alta intensidade, de seis a oito RM. Provavelmente a falta de
incremento dos niveis plasmaticos de IL-6 se deu ao fato da baixa quantidade
de massa muscular envolvida nas sessdes e ao baixo tempo das mesmas.

Porém, isso nédo indica, necessariamente, que nao ocorreram aumentos nos
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niveis intramusculares de IL-6, pois, como ja mencionado, sdo cinco a 100 vezes

superiores as concentracdes plasméticas.

Em pessoas saudaveis, com idade variando de 18 a 30 anos, uma sesséo
de 30 minutos de exercicio aerébio continuo a 75% do VO:2max, foi suficiente para
elevar os niveis plasmaticos de IL-6 (MAHARAJ et al., 2015).

A IL-6 ainda atua de forma aguda em modificacbes metabdlicas e
hormonais, como é no caso que a infusdo de IL-6 recombinante humana (rhiL-
6) aumenta o consumo de oxigénio e a producéo de dioxido de carbono (CAREY
et al., 2006; TSIGOS et al., 1997). Além disso, a elevacdo aguda de IL-6 menor
que 200 pg/mL, tanto em individuos normais quanto com diabetes tipo 2, nao foi
suficiente para modificar a taxa de aparecimento de glicose (TA),
desaparecimento de glicose (TD) ou glicose plasméatica no estado pos-absortivo
(PETERSEN et al., 2005; STEENSBERG et al., 2003a; KROGH-MADSEN et al.,
2006), sendo preciso aproximadamente 200 pg/mL para aumentar a TD e a
oxidacdo de glicose (CAREY et al., 2006). No entanto, aumentos muito menos
pronunciados de IL-6 plasmatica vinda do exercicio, aumentou tanto a TA quanto
a TD (FEBBRAIO et al., 2004). Provavelmente alguns cofatores do exercicio que
sdo capazes de modular os efeitos da IL-6 explicam essas diferencas
(FEBBRAIO et al., 2004).

O aumento de rhiL-6 também é diretamente correlacionado com o
aumento da lipdlise e a oxidacéo de gordura (Van HALL et al., 2003; PETERSEN
et al., 2005), e essa relacdo foi confirmada devido ao fato do efeito lipolitico se
manter em adipocitos em cultura, sugerido um efeito direto da IL6 no tecido
adiposo (PETERSEN et al., 2005). Com o exercicio fisico, foi observado um
aumento de rh-IL-6 no tecido adiposo (KELLER et al., 2003), que parece ser
mediado pelas catecolaminas (KELLER et al., 2004).

Além disso, a IL-6 tem efeitos em varios horménios, como no cortisol
(TSIGOS et al., 1997), promovendo o aumento do hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH) (NAITOH et al., 1988) e sua anulacao (quando injetado um anticorpo
anti-IL-6) (PERLSTEIN et al., 1993) e, também, estimulando a liberacdo de
corticotrofina pela glandula pituitaria (HANISCH et al., 2000) e cortisol pelo cortex
adrenal (GONZALEZ-HERNANDEZ et al.,, 1994). Aumentos consistentes de
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cortisol podem ser alcancados com niveis plasméticos de IL-6 a partir de 50
pg/mL (FISCHER, 2006). Ademais, o aumento do cortisol pos-exercicio €
atenuado caso a liberacéo de IL-6 seja inibida pela suplementacéo de vitaminas
C e E (FISCHER et al., 2004).

No entanto, durante um clamp euglicémico hiperinsulinémico (padrao ouro
para diagnostico de resisténcia a insulina) ndo acontece o aumento de cortisol
em resposta a IL-6 (CAREY et al., 2006). Isso pode indicar que outros fatores
induzidos pelo exercicio também facam parte da ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (FISCHER, 2006). Ademais, os niveis de cortisol podem estar
envolvidos na regulacdo dos niveis de IL-6 (quando em grande quantidade)
através de um feedback negativo (PAPANICOLAOU et al., 1996).

Niveis elevados de IL-6 aumentam as concentracfes plasmaticas de
glucagon e horménio do cresminento (GH) (FISCHER, 2006), bem como quando
a concentracdo de IL-6 chega a valores iguais ou superiores de 300 pg/mL,
ocorre um aumento nos niveis plasmaticos de adrenalina e noradrenalina (Van
HALL et al., 2003).

A IL-6 tem efeitos agudos imunorregulatérios importantes, como o fato de
que infusdes de rhiL-6 aumentam o cortisol plasmético (como visto acima), o
receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra), IL-10, receptores sollveis do fator de
necrose tumoral alfa (STNF-R) e proteina C-reativa (CRP) (ROWSEY &
KLUGER, 1994; STEENSBERG et al., 2003b; TILG et al., 1994).

O aumento na concentracdo de cortisol é importante visto que ele tem
propriedades anti-inflamatérias (BARNES, 1998). Pode-se notar que apds uma
infusdo de rh-IL-6, ocorre um significante aumento do cortisol em uma hora
(STEENSBERG et al., 2003b).

Como o exercicio fisico intenso € associado com a redu¢éo da capacidade
antimicrobiana dos neutréfilos (PEDERSEN & HOFFMANN-GOETZ, 2000), e
isso parece ser mediado pelo cortisol (MANDELL; RUBIN; HOOK, 1970), bem
como esse hormonio pode reduzir o numero de linfocitos através do aumento da
apoptose, € possivel que altos niveis sistémicos de IL-6 (como observado ap6s

um exercicio prolongado e intenso) pode, em parte, ser responsavel pelas
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mudancas nas subpopulagBes leucocitarias e capacidade antimicrobial
(FISCHER, 2006).

Além disso, a o IL-1ra tem a funcdo de atenuar o efeito da citocina pro-
inflamatoria IL-1, pela reducéo da transducdo de sinais através do receptor de
IL-1 (GABAY et al., 1997). Apos infuséo de rhiL-6, os niveis plasmaticos de IL-
1ra ficam maiores por até uma hora (STEENSBERG et al., 2003b). Além disso,
a IL-10 é capaz de inibir a producdo de vérias citocinas pro-inflamatorias
incluindo o TNF-q, IL-1a e IL-1B, estimulada pelo LPS (MOORE et al., 1993;
PRETOLANI, 1999). Linfécitos e mondcitos sédo as principais fontes de IL-10,
que aumenta sua concentracdo plasmatica por duas horas, em resposta a
infus&o de rhiL-6 (STEENSBERG et al., 2003b).

InfusBes de IL-6 também induzem um aumento tardio de CRP a partir do
figado através da ativacdo do fator de transcricdo citoplasmatico 3 (STAT3)
(STEENSBERG et al., 2003b; ZHANG et al., 1996). A CRP pode contribuir para
o0 aumento plasmatico de IL-l1ra durante a recuperacdo do exercicio,

aumentando a liberacdo de IL-1ra a partir de mondcitos (PUE et al., 1996).

Por fim, enquanto que a citocina pré-inflamatéria TNF-a pode estimular a
producao de IL-6 como citocina (PLOMGAARD et al., 2005), a IL-6 como miocina
nao estimula a producdo de TNF-a (STEENSBERG et al., 2003b). Ao invés
disso, IL-6 atenua a producéo estimulada por LPS de TNF-a (SCHINDLER et al.,
1990, STARKIE et al., 2003). Em adicao, IL-6 pode atenuar o efeito do TNF-a
pela indugéo do STNF-R (TILG et al., 1994).

Em suma, a producao e liberacdo de IL-6 pelos midcitos quando em
atividade, pode facilitar uma resposta anti-inflamatoria através de efeitos no
figado bem como em diferentes subpopula¢des de leucdcitos (FISCHER, 2006),
aumentando a produgdo de compostos anti-inflamatérios como o cortisol
plasmatico, o IL-1ra, IL-10 e STNF-R.

A partir deste ponto, serdo abordados os efeitos crénicos do exercicio
fisico sobre essa miocina. Varios estudos epidemioldgicos verificaram uma
associacdo negativa entre a quantidade de atividade fisica regular e os niveis

basais de IL-6, de modo que quanto mais ativas as pessoas eram, menores
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volumes plasmaticos de IL-6 elas tiveram (CESARI et al., 2004; COLBERT et al.,
2004; PANAGIOTAKOS et al., 2005). Considerando que os niveis basais de IL-
6 se referem a citocina de caracteristicas pré-inflamatérias, ndo a miocina anti-
inflamatoria, a diminuicdo dos seus niveis resulta em diminuicdo da atividade

inflamatéria e, por consequéncia, dos niveis inflamatérios sistémicos.

De fato, essa associagdo se confirmou em estudos experimentais
utilizando cargas de exercicio fisico. Goldhammer et al., (2005) concluiram que
12 semanas de treinamento aerdbio continuo em intensidade moderada (70 a
80% da frequéncia cardiaca maxima individual) reduziu os niveis séricos de IL-
6 de uma média de 2,5 (+1,5) para 1,4 (x0,6) pg/mL. Nota-se que, mesmo 0s
niveis iniciais estando dentro da normalidade, ocorreu uma diminuicdo
significativa dessa citocina, caracterizando o potencial de influéncia crénica que

0 exercicio continuo de intensidade moderada tem sobre ela.

No mesmo sentido, trés sessdes semanais (com duracdo de 25-30
minutos) de treinamento continuo de intensidade moderada por 10 meses foi
suficiente para diminuir os niveis séricos de IL-6 em idosos de ambos 0s sexos.
Nesse estudo, as médias dos niveis de linha base também estavam com valores
normais, variando de aproximadamente 4,5 a 5,1 pg/mL (sabe-se que os valores
de referéncia vao até 5,0 pg/mL, no entanto 0,1 pg é praticamente irrelevante),
porém apos a intervencgdo, reduziram para aproximadamente 3 pg/mL (KOHUT
et al., 2006). O mesmo estudo verificou que o0 mesmo volume de treinamento de
forca e flexibilidade ndo alterou esse parametro (KOHUT et al., 2006). Vale

ressaltar que os valores de linha base estavam praticamente normais.

Em contrapartida, no que se refere ao treinamento de forca, 14 semanas
de treinamento resistido, com trés sessfes semanais com duracdo média de
uma hora cada, realizando trés séries variando de 17 a 12 repeti¢cbes, em cinco
exercicios para os membros superiores, dois para o0 tronco e cinco para 0s
membros inferiores, a uma intensidade variando de 40 a 70% de 1RM, realizado
por 15 homens com fatores de risco para sindrome metabdlica, com média de
idade de 57,5 (= 7,1) anos, foram suficientes para reduzir nos niveis sericos de
repouso de IL-6. Porém, a amostra estava, em meédia, com niveis altos dessa

citocina nas analises de linha base (155 + 50,2 pg/mL) que foram diminuidos
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para 124 (x 26,7) pg/mL (MARTINS et al., 2015). Isso ressalta que o exercicio
resistido tem potencial para modificar os niveis séricos de repouso da IL-6.

Porém, parece que o potencial desse tipo de treinamento em reduzir os
niveis de IL-6 € menor do que o do exercicio continuo e é significativo apenas
em altas concentracfes dessa citocina, pois no estudo de Karabulut et al. (2013),
do mesmo modo que o de Kohut et al. (2006), os niveis séricos de IL-6 ndo se
modificaram apos seis semanas de treinamento resistido de alta intensidade ou
treinamento resistido de baixa intensidade com restricdo do fluxo sanguineo, em
homens idosos. Eram realizadas trés sessdes por semana, com trés exercicios
para membros superiores (trés séries de oito repeticdes a 80% de 1RM) para
ambos os grupos e dois exercicios para membros inferiores, onde o grupo de
alta intensidade realizava trés séries de oito repeticdes a 80% de 1RM e o grupo
com restricdo do fluxo sanguineo realizava uma série de 30 repeticbes, seguida
de duas séries de 15 repeticobes a 20% de 1RM. Além dos grupamentos
musculares exercitados serem menores, 0s niveis de IL-6 de linha base estavam
bem abaixo do que o estudo de Martins et al. (2015), sendo uma média de 14 (=
4,8) pg/mL no grupo de restricdo do fluxo sanguineo e 7 (+ 0,8) pg/mL no grupo

de alta intensidade.

Além disso, em esquiadores jovens (20 a 29 anos) treinados (VO2max de
70 a 82 mL/kg.min) apresentavam niveis basais inferiores de IL-6 durante a
temporada de treinamento do que fora da temporada (RONSEN et al., 2001).

Em contrapartida, outros estudos ndo demonstraram mudancas nos
niveis basais de IL-6 em resposta ao treinamento fisico. O estudo de
Bruunsgaard et al. (2004), do mesmo modo que os estudos de Kohut et al. (2006)
e Karabulut et al. (2013) que foram citados previamente, demonstrou que trés
sessdes de 45 minutos por semana de treinamento resistido por 12 semanas
nao alterou os niveis de IL-6 em pessoas com mais de 85 anos. Vale ressaltar
gue os valores de linha base estavam dentro da normalidade. O mesmo
resultado foi encontrado no estudo de Donges, Duffield e Drinkwater (2010), com
10 semanas de treinamento resistido onde 35 pessoas de ambos 0s sexos,
sedentarias realizaram sete exercicios (quatro para membros superiores e trés

para membros inferiores em uma intensidade de 70 a 75% de 10 repeticbes
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méximas (RM), sendo que da 12 a 42 semana os individuos realizaram duas
séries de 10 repeticdes em cada aparelho. Da 52 a 102, realizaram trés séries de
oito repeticdes. Como o estudo anterior, os valores de IL-6 nas analises de linha

base estavam normais.

O mesmo ocorreu com exercicio continuo de intensidade moderada
(LARSEN et al.,, 2001), onde trés meses com trés sessfes semanais de
aproximadamente 30 minutos desse protocolo de treinamento a intensidade de
80% da frequéncia alvo néo foi suficiente para alterar os niveis plasmaticos de
IL-6 —valores normais na linha base— em homens com insuficiéncia cardiaca e
média de idade de 67 (x 8) anos. O mesmo ocorreu no estudo de Donges,
Duffield e Drinkwater (2010), com o grupo que realizou 10 semanas de
treinamento continuo, em uma intensidade de 70 a 75% da frequéncia cardiaca

maxima (FCM) em que cada sessédo durou de 30 a 50 minutos.

Imayama et al. (2012) também realizaram uma intervencéo, com mulheres
pos-menopausadas com sobrepeso/obesidade, que durou 12 meses com 225
minutos por semana de exercicio continuo de intensidade moderada a vigorosa
(70 a 85% da frequéncia cardiaca maxima) em que 0s niveis séricos de IL-6 na
linha base ja estavam dentro da normalidade. Como resultado, obtiveram o

mesmo: ndo houve mudancas nos niveis séricos de IL-6.

No mesmo sentido, 18 meses de treinamento concorrente (30 minutos de
exercicio continuo, 15 minutos de treinamento resistido e 15 minutos de volta a
calma por sessao), realizados em trés sessfes semanais, com a intensidade do
exercicio continuo sendo prescrita na faixa entre 50-75% da frequéncia cardiaca
de reserva, e do exercicio resistido sendo duas séries de 12 repeticGes em
quatro exercicios de membros inferiores, ndo alteraram os niveis basais de IL-6
de individuos com sobrepeso e obesidade com mais de 60 anos de idade.
Novamente, os niveis de linha base estavam dentro dos valores normais
(NICKLAS et al., 2004).

Aparentemente, as pesquisas que objetivam verificar o efeito crénico do
exercicio fisico sobre o perfil inflamatorio de individuos, através da avaliacdo de

citocinas pro-inflamatorias (como é o caso da IL-6), precisam pesquisa-las em
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um grupo amostral que nao esteja com esses marcadores dentro dos valores

normais, pois é pouco provavel que a mesma responda ao exercicio.

Para comprovar isso, analisemos o estudo Gondim et al. (2015). Os
autores realizaram uma intervencao de 12 meses, com duas sessdes semanais
de treinamento (cada sessao tinha duracdo de 60 minutos) com exercicio
aquatico de intensidade moderada (66 + 10% da frequéncia cardiaca méaxima
para a idade). Participaram desse estudo 29 homens e 114 mulheres com a
meédia de idade de 56 (£ 10) anos, os quais foram separados em trés grupos
conforme seu indice de massa corporal (IMC): 1) eutréficos; 2) sobrepeso; 3)
obesos. Nota-se que nas analises dos niveis séricos de IL-6, somente 0 grupo
dos obesos estava com valores acima dos normais, sendo por volta de 6 pg/mL.
Como resultado, apenas o grupo dos obesos reduziu os niveis de IL-6 ap0Os os
12 meses de treinamento, chegando a valores proximos de 3 pg/mL, sendo que
0S outros grupos nao tiveram modificacées. E importante ressaltar que nenhum
grupo teve modificacdes no peso, IMC, massa magra, massa gorda e percentual
de massa gorda, garantindo assim, que a reducdo dos niveis de IL-6 nao foi
devido ao fato de que o grupo de obesos poderia ter perdido mais gordura do

que 0S outros grupos.

Em contrapartida, enquanto os niveis plasmaticos de IL-6 parecem
diminuir em funcdo do treinamento, seu receptor (IL-6R) parece ter o
comportamento contrario. Em resposta a 10 semanas de treinamento continuo
de intensidade moderada, o conteudo basal do mRNA do IL-6R na musculatura
treinada aumentou em aproximadamente 100% (KELLER et al., 2005). Devido a
isso, é possivel supor que a diminuicdo dos niveis de IL-6 é parcialmente
contrabalanceada pelo aumento da expressédo do IL-6R, por meio de que a
sensibilidade a IL-6 é aumentada (FISCHER, 2006). No entanto, na circulacao,
0s niveis de IL-6R ndo sao alterados de modo crénico ou agudo (KELLER et al.,
2005).

Em suma, como efeito cronico, se observa a reducéo da formacao de IL-
6 em condicbes basais e ap0s um evento agudo de exercicio fisico,

caracterizando adaptagdes normais ao treinamento (FISCHER, 2006).
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2.3.2 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

E conhecido que as citocinas sdo moléculas proteicas que enviam
diversos sinais estimulatorios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as
diferentes células do sistema imunolégico. Elas tém funcao autécrina agindo na
prépria célula produtora, paracrina atuando em células proximas e enddcrina,
quando sua agéo é a distancia. Ademais, atuam em concentracdes baixissimas
e sua sintese habitualmente ocorre apds estimulagédo antigena (VARELLAL &
FORTE, 2001).

No fim do século XIX, William Coley, um cirurgido de Nova York,
descreveu remissao de tumores apos infeccdo bacteriana. Em 1975, a proteina
responsavel por este processo foi identificada e chamada Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) (TERLIKOWSKI, 2001), devido a capacidade de necrosar

tumores.

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) € um citocina pro-inflamatéria que
exerce papel essencial na resposta a infeccdo, facilitando as interacdes
intercelulares e é essencial na resposta do hospedeiro a um micro-organismo
invasor (BRADDING et al., 1994). Esta envolvido na patogénese de processos
inflamatorios localizados e sistémicos. Estd ligado a resposta de defesa a
inflamacdo do organismo, gerando um potente mecanismo de feedback do
tecido, e prossegue para a formacao de grande numero de leucdcitos defensivos

gue ajudam a remover a causa da inflamacdo (BRADDING et al., 1994).

O TNF-a apresenta largo espectro de acao que inclui recrutamento de
neutréfilos (através da inducdo de moléculas de adesdo na parede vascular
endotelial) e inducdo da sintese de citocinas e quimiocinas (GONZALEZ-GAY;
GONZALEZ-JUANATEY; MARTIN, 2005). Além disso, € reconhecido como
sendo uma das citocinas pleiotropicas (podem atuar sobre tipos celulares
diferentes) expressa em quantidades aumentadas pelos mondcitos ativados,
macrofagos, linfocitos e mastécitos, como um homotrimero composto por trés
moléculas de TNF 17-kD (BRADDING et al., 1994) que atuam como fator de
defesa do hospedeiro em respostas imunolégicas e inflamatérias (MACKAY et

al., 1993). A figura 4 ilustra a estrutura molecular do TNF-a..
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Figura 4. Estrutura do TNF-o (Dominio publico).

O TNF-a ativa células endoteliais a secretar varios fatores, incluindo o
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), IL-1, fator estimulador de col6nias de macrofagos
e granulocitos (GM-CSF) e IL-6 (DOSNE et al., 1988). A atividade do TNF-a,
também resulta em alteracBes fenotipicas do endotélio, caracterizadas por
aumento da permeabilidade e na inducdo ou regulacdo positiva de varias
moléculas de adeséao celular, tais como E-selectinas, as quais aparecem nas
células endoteliais apos terem sido ativadas por citocinas inflamatérias e tém
significado importante para a migracdo dos globulos brancos, moléculas de
adeséao intercelular-1 (ICAM-1), que atuam favorecendo a migracdo e adesao
monocitaria e moléculas de adesao celular vascular-1 (VCAM-1), que permitem
a ligacéo entre as células ou entre células e a matriz extracelular (NAWROTH et
al., 1986). A expresséao regulada dessas moléculas de adeséo e seus contra-
receptores sobre os globulos brancos media a adeséo e o extravasamento dos

mesmos durante uma reacao inflamatéria (SPRINGER, 1990).
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O TNF-a existe em duas formas: uma transmembrana de 26kda e outra
secretada de 17Kda, ambas biologicamente ativas. Ele € estruturalmente
relacionado a linfotoxina-a. (LTa, também chamada FNTP) e seu nivel sérico
normal é de 1.36pg/mL (GURROLA-DIAZ et al., 2009). A atividade do TNF-a. é
mediada através da ligacdo aos receptores de membrana (p55 e p75 TNFR)
encontrados em diferentes células, como leucécitos, células dendriticas, células
endoteliais vasculares e células mesenquimais. Uma molécula de TNF-a deve
se combinar a dois ou mais TNFRs para iniciar a transducéo do sinal intracelular.
A atividade do TNF-a € naturalmente regulada pela producdo de TNFRs soluveis
os quais tornam o TNF-a biologicamente indisponivel, impedindo sua ligacdo aos
receptores de membrana celular (GUSTAFSON & SMITH, 2006). A principal
atividade bioldgica do TNF-a € uma acentuada citolise (morte celular) e
citoestase em diferentes linhagens neoplasicas, tendo acdo antitumoral
importantissima (VARELLAL & FORTE, 2001).

O TNF-a é sintetizado principalmente por macrofagos, sendo que
monacitos, neutrofilos, células T e NK (natural killer), ap6s estimulagdo por
lipopolissacarideo (LPS), também o sintetizam. A producédo é estimulada por
interferons (IFN), IL-1, interleucina 2 (IL-2), GM-CSF, substancia P, bradicina,
imunocomplexos, inibidores de cicloxigenase (COX) e pelo fator ativador de
plaquetas (PAF). A producdo é inibida por ciclosporina, dexametasona,
prostaglandina E2(PGE-2), IL-6 e antagonistas do PAF. O TNF-a. e TNF-B se ligam
aos mesmos receptores no inicio, mas intracelularmente, apds a endocitose
deste complexo, exercem atividades distintas (VARELLAL & FORTE, 2001).

2.3.2.1 Funcéo do TNF-a no organismo: Efeitos agudos e crénicos

Como ja descrito acima, a inflamacao faz parte da resposta imediata do
organismo a uma infec¢do ou agressao e dé inicio ao processo imunolégico de
eliminacdo do agressor. Este processo é uma cascata de reacdes celulares e
vasculares que inclui aumento do afluxo de sangue ao local, um aumento da
permeabilidade vascular e da movimentacao de leucocitos para o local, o que

leva ao aparecimento dos sinais caracteristicos como, rubor, edema, calor e dor.
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A transmigracdo dos leucdcitos para os locais da agresséo é induzida
pelas moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1 e selectinas). Os primeiros a
chegar ao local sdo os granulécitos, seguidos pelos mondcitos e linfocitos. Estas
células séo responsaveis pela morte do agente agressor, pela eliminacdo dos
residuos e pela reparagéo tecidular (PEREIRA, 2007). A sua atividade € induzida
por determinados agentes, como o lipopolissacarideo, componente das
membranas das bactérias Gram negativas, que impele os mondcitos e
macréfagos a produzir citocinas como o TNF-a, a IL-1, a IL-6, a IL-8,
eicosandides, Oxido nitrico, metaloproteinases e outros mediadores. As citocinas
vao regular a resposta de todo o organismo a infeccdo ou agressao (PEREIRA,
2007).

Embora a inflamacdo aguda seja resposta normal e benéfica para o
organismo e auto-limitada em individuos saudaveis, se esta se tornar
incontrolada ou for inapropriada, pode causar danos graves no organismo e até
mesmo doencas. Isto pode acontecer se houver excessiva pro-inflamacao ou
excessiva contra-inflamacéo, e o segundo caso leva a imunodepressao. No
primeiro caso, observa-se expressao aumentada ou a existéncia de formas
sollveis em circulacdo de moléculas de adeséo, retencdo de leucdcitos em
locais ndo usuais, producdo de mediadores inflamatoérios e danos nos tecidos
(PEREIRA, 2007; CALDER, 2006a; KLEIN-PLATAT et al., 2005).

O TNF-a tem papel adaptativo na resposta imune e na cicatrizagdo de
feridas em niveis fisioldgicos. As acdes do TNF-a sdo semelhantes as da IL-1,
como acdo na hematopoese (formacdo e desenvolvimento das células
sanguineas), na ativacdo de neutrdfilos, mondcitos/macréfagos, linfocitos T e
aumento da migracao transendotelial, fato que confere uma importante acéo
fisiologica na defesa contra microorganismos (NAWROTH et al., 1986;
VARELLAL & FORTE, 2001). E ainda um pirdgeno endégeno, aumenta a
reabsorgdo 6ssea, promove a lipdlise (degradacao de lipidios em acidos graxos
e glicerol), aumenta a proliferacdo de fibroblastos e eleva as concentracdes das
proteinas quando ha fase aguda de inflamacdo. (NAWROTH et al., 1986;
VARELLAL & FORTE, 2001).
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O excesso de TNF-a pode levar a sérias consequéncias, pois seus efeitos
sdo antagonistas pelos inibidores de TNF-a, que séo: infiximabe, etanercepte,
adalimumabe, certolizumabe e golimumabe (AZEVEDO et al., 2011). Altas
concentracfes de TNF-a, IL-1 e IL-6 sdo particularmente destrutivas e estéo
implicadas em doencgas inflamatorias crénicas como a artrite reumatoide e
doenca inflamatéria intestinal. A inflamacao estd também implicada em doencas
cardiovasculares e doencas degenerativas e, ainda, na obesidade, na sindrome
metabdlica e na Diabetes Mellitus Tipo 2, pois sabe-se que os adipocitos
produzem citocinas inflamatoérias (PEREIRA, 2007). A produgcdo excessiva
destas citocinas pode provocar perda de massa gorda, muscular e 0ssea,
caracteristicas das doencas inflamatérias cronicas e da caquexia (PEREIRA,
2007; CALDER, 2006b; KLEIN-PLATAT et al., 2005).

A figura 5 exemplifica de forma simplificada as vias de sinalizacao do TNF-

procaspase 8
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Figura 5. Vias de sinalizagdo do TNF-a. As linhas cinza tracejadas representam varias etapas (Dominio

publico).
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Uma vez iniciada na doenga intestinal inflamatdria pelo reconhecimento
imune inato anormal de bactérias por células parenquimatosas (por exemplo,
células epiteliais intestinais) e células hematopoiéticas (por exemplo, células
dendriticas), a resposta inflamatéria imune € perpetuada pela ativacdo das
células T. Uma cascata sequencial de mediadores inflamatérios amplia a
resposta; cada etapa constitui um alvo potencial para terapia.

As citocinas inflamatorias, como a IL-1, a IL-6 e 0 TNF-a exercem efeitos
diversificados sobre os tecidos. Promovem a fibrogénese, a producdo de
coldgeno, a ativagdo das metaloproteinases teciduais e a producao de outros
mediadores inflamatorios; também ativam a cascata da coagulacdo nos vasos
sanguineos locais. Essas citocinas sdo normalmente produzidas em resposta a
infeccdo, porém sdo habitualmente eliminadas ou inibidas no momento
apropriado para limitar a leséo tecidual. Na doenca intestinal inflamatoria, a sua
atividade nao € regulada, resultando em desequilibrio entre os mediadores pro-
inflamatorios e anti-inflamatérios. Certos tratamentos, como compostos de acido
aminossalicilico (5-ASA) sdo potentes inibidores desses mediadores
inflamatorios, por meio da inibigdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB, que
regulam sua expressao (LONGO & FAUCI, 2014).

Outra doenca que esta relacionada com altas concentracfes de TNF-a. €
a sindrome metabdlica que é caracterizada pela obesidade, enfraquecimento do
metabolismo da glicose, dislipidemia aterogénica e hipertensao arterial, sendo
gue todos independentemente aumentam o risco de doencas ateroscleréticas e
diabetes tipo Il (ALTINTAS et al.,, 2011). O excesso de gordura visceral
representa uma das principais anomalias subjacentes juntamente com o baixo
grau de inflamacédo crénica. O ultimo é geralmente definido pelos niveis
superiores a 3 mg/L da proteina C-reativa. A hipertrofia dos adipdcitos como
resultado do excesso da ingestdo calorica resulta na secrecdo de quimiocinas

CCL2, que por sua vez, recrutam macrofagos.

A maioria dos macrofagos esta localizada em torno de adipécitos mortos,
cujos numeros aumentam dramaticamente em individuos obesos (CAWTHORM
et al., 2007; GUSTAFSON & SMITH, 2006). O TNF-a afeta o metabolismo

lipidico pelos adipocitos em varios niveis. Ele diminui a absorcdo de acidos
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graxos livres a partir da circulacéo, reduz a lipogénese (sintese de acidos graxos
e triglicerideos) e também aumenta a lipdlise. Além disso, impede o
desenvolvimento normal de pré-adipocitos completamente diferenciados de

células adiposas pela ativacéao da via WnT.

O TNF-a também atenua a sinalizagdo do receptor de insulina, regula os
genes envolvidos na acdo da insulina e neutraliza os fatores de transcricdo que
regulam a sensibilidade a ela (ALTINTAS et al, 2011; CAWTHORM et al., 2007,
GUSTAFSON & SMITH, 2006). A resisténcia a insulina também pode ser
observada em individuos com doencas inflamatérias crénicas como a artrite
reumatoide. Individuos acometidos por essa doenca tém um aumento do risco
de mortalidade por doencas cardiovasculares de 50% em comparacdo com a
populacdo em geral (AVINA-ZUBIETA et al., 2008). A inibicdo do TNF-o. em
pacientes com artrite reumatoide ou espondilite anquilosante resulta em uma
melhora na sensibilidade a insulina em pessoas com maior resisténcia a esse
composto. A inibicdo do TNF-a também causa alteracbes no perfil lipidico,
incluindo aumentos no colesterol HDL, bem como no colesterol total e nos
triglicerideos. Além disso, reduz o risco de eventos cardiovasculares e
cerebrovasculares quando comparados a pacientes que nao foram tratados com
estes inibidores (GONZALEZ-GAY; GONZALEZ-JUANATEY; MARTIN, 2005).

Por muitos anos, a fisiopatologia da aterosclerose foi considerada como
acumulo de lipidios na parede arterial (CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).
No entanto, nas ultimas duas décadas, o crescente desenvolvimento no campo
da biologia vascular tem esclarecido que as lesdes ateroscleréticas sao de fato
uma série de respostas celulares e moleculares altamente especificas e
dindmicas, essencialmente inflamatérias por natureza. Em pacientes
vulneraveis, a aterosclerose se desenvolve por meio da influéncia de condi¢ces
gue traumatizam o endotélio, como envelhecimento, hipertensdo arterial
sistémica, hipercolesterolemia, diabetes, tabagismo e a prépria obesidade.
Esses fatores danificam o endotélio e estimulam reagéo inflamatéria/proliferativa

na parede vascular.

Tal reacdo aumenta a secrecao de citocinas pro-inflamatérias primarias,

como a IL-1 e o TNF-a. As citocinas sédo responsaveis pela expressédo de
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moléculas de adesao leucocitaria, pela molécula de adesao intercelular (ICAM-
1) e P-, E-, e L-selectinas, e pelo aumento de substancias quimiotaticas [proteina
guimiotatica de mondcitos (MCP-1) e fator estimulador de colénia de macréfagos
(M-CSF), ambas amplificadoras da cascata inflamatdria]. Componentes
envolvidos na adipogénese incluem a lipase lipoproteica, angiotensinogénio,
adipsina, adiponectina, IL-6, prostaglandinas, TNF-a e Oxido nitrico. Essas
moléculas possuem acdo moduladora dos depositos lipidicos e distribuicdo
corporal de gordura (GOMES et al., 2010). Ao mesmo tempo, as principais fontes

de citocinas (adipocinas/adipocitocinas) sédo os tecidos subcutaneos e viscerais.

Assim, 0 aumento da massa de tecido adiposo esta associado com
alteracdes na producédo de adipocina, como superexpressao de TNF-a, IL-6,
PAI-1 e subexpressdo de adiponectina em tecido adiposo. A condi¢do pro-
inflamatoria associada com essas alteracdes sugere ligacdo entre resisténcia a
insulina e disfuncd@o endotelial no estagio inicial do processo de aterosclerose,
em individuos obesos e em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 (CARVALHO;
COLACO; FORTES, 2006).

O TNF-a é uma citocina com acao autécrina, paracrina e endécrina. Em
humanos obesos, ha forte correlacao inversa entre TNF-a. e metabolismo da
glicose. Pelo TNF-a, este efeito ocorre em razéo da supressao da sinalizacao da
insulina, reduzindo a fosforilagdo do IRS-1 e a atividade do receptor de insulina
quinase (PI3K). Tal fato resulta reducdo da sintese e translocacdo do
transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana com consequente
diminuicdo na captacéo de glicose pelas células mediada pela acéo da insulina.
Esta reducdo de sensibilidade periférica a insulina ocasiona o aumento da
glicogénese hepética e reduz o clearence (depuracao ou purificacao plasmatica)
da glicose pelo masculo esquelético e tecido adiposo, caracterizando um quadro

de hiperinsulinemia.

A expressao de RNAmM e a secrecdo de TNF-a sdo elevadas em obesos,
correlacionando positivamente com o aumento do volume dos adipécitos
(MONTAGUE et al., 1998), tanto no depdsito visceral quanto subcutaneo. Dessa
forma, sua expressédo no tecido adiposo tem sido implicada como o fator causal

na patogénese da obesidade ligada a resisténcia a insulina (VOUP et al., 2008;
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CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006). Em estudo comparando individuos de
peso normal (IMC=19 a 24kg/m?) e obesos (IMC=32 a 54kg/m?), houve
correlagdo positiva entre niveis de TNF-a e o acumulo de tecido adiposo,
principalmente em individuos obesos (MONTAGUE et al., 1998).

Altas concentracdes de TNF-a no sangue de pacientes com septicemias
(infeccdo generalizada grave) se correlacionam com a piora do progndstico
(VARELLAL & FORTE, 2001). Em animais de laboratério, injecdes de TNF-a,
mesmo na auséncia de bactérias, levam a quadro semelhante ao choque séptico
(faléncia circulatorio aguda de causa infecciosa), sugerindo uma importante acao
deletéria quando sintetizado em quantidades excessivas (VARELLAL & FORTE,
2001; SPRINGER, 1990). Em contrapartida, o TNF pode ser util no tratamento
de neoplasias secundarias a AIDS, principalmente no sarcoma de Kaposi
(cancer raro no tecido conjuntivo). InjecBes intralesionais ou sistémicas sdo
aplicadas, havendo certa regressdo da neoplasia (SPRINGER et al., 1990).
Assim, receptores soluveis de TNF-a (STNF-R1) podem ser utilizados como
adjuvante na terapia convencional (VARELLAL & FORTE, 2001; SPRINGER,
1990).

2.3.2.2. Efeitos do exercicio fisico no TNF-a

O exercicio fisico (EF) é uma atividade fisica estruturada para atingir
objetivos funcionais ou morfolégicos, pois promove diversas adaptacdes
cronicas no organismo, estas adaptacdes podem ser listadas como a alteracao
da composicdo corporal (massa muscular, percentual de gordura, etc.),
regulacdo de marcadores fisiolégicos como frequéncia cardiaca e pressao
arterial, influencia no metabolismo (anabolismo e catabolismo) de diversas
substancias e influencia a resposta inflamatéria, melhorando as defesas do
corpo contra mecanismos ligados ao aparecimento de doencas cronicas
(LEANDRO et al., 2002).

Tanto o “estresse” psicolégico quanto o produzido pelo EF séao
acompanhados por um aumento da descarga de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina), que exercem influéncia sobre uma série de processos

fisiolégicos, sendo um fator a mais na modula¢éo da imunidade (MARTINEZ &
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ALVAREZ-MON, 1999). A resposta ao “estresse” se reflete em modificagbes
bioquimicas, endocrinoldgicas, hematoldgicas e fisioloégicas, que pretendem
levar o organismo a sua situacdo homeostatica ideal. A hipertemia provocada
pelo EF estimula a sintese de mediadores imunolégicos (citocinas), que sao
capazes de produzir um aumento das proteinas de fase aguda e da proliferacao
de linfécitos. O sistema imunoldgico pode se alterar secundariamente ao
“estresse” e desencadear repercussdes metabdlicas, sistémicas e locais,
implicadas nessa reducdo do desempenho fisico (MARTINEZ & ALVAREZ-
MON, 1999).

J& esta bem definido que o EF, enquanto modelo mensuravel de inducdo
de estresse provoca alteragdes funcionais no sistema imunoldgico. Diferentes
tipos e cargas de EF podem provocar alteracfes distintas nos parametros
imunes. Na base desta influéncia podera estar a inter-relacdo existente entre o
sistema nervoso, o0 sistema endodcrino e o sistema imune. O EF ativa o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal que parece possuir uma relacao intrinseca com 0s
componentes do sistema imune (BLALOCK, 1994). Nesse sentido, é importante
conhecer como o efeito agudo do exercicio moderado ou intenso podem
influenciar alguns parametros da imunidade tanto celular como humoral
(LEANDRO et al., 2002).

De forma geral, o EF agudo intenso afeta a producao tecidual e sistémica
das citocinas, especificamente as interleucinas e o TNF-a, assemelhando-se a
resposta inflamatéria a algum trauma ou infeccdo. Particularmente os EF
excéntricos, intervalados de alta intensidade (>100% VO2max) OuU 0S intensos de
longa duracdo (>80% VO2zmax por mais de 60 minutos) provocam alteracdes
metabdlicas (reducdo da saturacdo da hemoglobina arterial e aumento na
temperatura corporal) e lesbes musculares. A hipoxemia e as lesdes teciduais
associadas a estes tipos de exercicio induzem a alteracdo na resposta imune
com liberacéo de citocinas pro-inflamatorias incluindo o TNF-a. (LEANDRO et al.,
2002). O efeito crbnico do exercicio estd associado com a reducdo da
concentracdo da proteina C-reativa, dos niveis de IL-6 e do TNF-a e,

simultaneamente, com aumento de substancias anti-inflamatérias, como a IL-4
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e IL-10, reforcando a natureza anti-inflamatéria do exercicio (CARVALHO;
COLACO; FORTES, 2006).

Distarbios musculares sdo observados em varias patologias como a
sepsia, trauma, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, cancer e outros.
Nessas condicdes, a perda de massa muscular esta associada com altos niveis
circulantes de TNF-o (RODRIGUEZ et al., 2015). Essa citocina perturba o
equilibrio da musculatura esquelética, aumentando a degradacédo proteica e
reduzindo a sintese da mesma. O TNF-a ativa a degradacéo proteica através da
via de sinalizac&o do fator nuclear Kappa B (NF-kB). Essa ativacao pode resultar
da ativagéo da via dependente de ubiquitina (RODRIGUEZ et al., 2015).

Um estudo espanhol teve como objetivo verificar as mudancas pré e pos-
exercicio nos marcadores plasméaticos acarretadas pelo dano muscular,
peroxidacao lipidica e nas citocinas em oito ciclistas semi-profissionais do sexo
masculino, em resposta a uma competicao de ciclismo com duracéo de trés dias
consecutivos. Os autores determinaram o0s niveis plasmaticos das citocinas
antes da primeira etapa e ap0s a terceira etapa. Foi observado que o exercicio
aumentou significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a (nivel basal
u=1,41+0,35 e pds-prova u=3,84+0,7), IL-6 (nivel basal u=8,08+0,87 e pds-prova
u=11,4+4,2), IL-2 (nivel basal u=0,866+0,45 e pos-prova u=1,88+0,36) e do
Interferon-gama (IFNy) (nivel basal pu=2,65+0,34 e pos-prova p=5,19+0,54),
enquanto os niveis de IL-18 ndo foram alterados. Segundo os autores as
mudancas observadas nas citocinas pré-inflamatérias apés o exercicio pode ser
reflexo de um estado inflamatério causado pela repeticdo do exercicio
(MARTINEZ et al., 2015).

Um estudo incluindo 686 adultos jovens né&o treinados com objetivo de
verificar a associacdo da forca maxima e da resisténcia muscular com o0s
biomarcadores inflamatérios em pessoas com e sem obesidade abdominal, ndo
observou uma diferenca significativa nos niveis de TNF-a entre pessoas com ou
sem a condicdo estudada. Ja a forga maxima foi inversamente associada com a
concentragdo de TNF-a naqueles individuos sem obesidade abdominal, o

mesmo nao sendo observado em individuos com obesidade abdominal. O TNF-
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o ndo foi associado com qualquer variavel de aptidao fisica analisada (forca

méaxima, aptidao cardiorrespiratéria e resisténcia muscular).

Segundo os autores este achado corrobora com um estudo utilizando o
mesmo delineamento transversal (STEENE-JOHANNESSEN et al.,, 2013).
Apesar dos autores ndo terem observado associacdes com a populagéo
estudada, o treinamento de resisténcia tem sido associado com a reducao dos
niveis de TNF-a em mulheres obesas pds-menopausicas e em mulheres idosas
(VAARA et al., 2014).

Além disso, um treinamento fisico continuo de intensidade moderada em
esteira ergométrica durante 12 semanas com 23 mulheres ndo treinadas
acometidas por sindrome metabdlica e que mensurou a resposta do exercicio no
estresse oxidativo e inflamatorio, encontrou que os niveis de IL-1p, IL-6, IL-10,
TNF-a e IFNy reduziram ap0s as 12 semanas de treinamento (p<0,001). Isso
indica que o exercicio continuo de intensidade moderada induz beneficios tanto
na aptiddo fisica quanto na promocao da saude através da redug¢do do dano

oxidativo e no estado pré-inflamatério (FARINHA et al., 2015).

Um estudo que verificou os efeitos do EF em esteira ergométrica de baixa
a alta intensidade com duracdo de 12 semanas e frequéncia de 5 vezes na
semana sobre a resposta inflamatéria aguda em ratos Wistar, encontrou que 0s
EF de baixa intensidade, em esteira ergométrica, aumentaram o volume de
edema inflamatério agudo em ratos, provavelmente ocasionado pelo aumento
na sintese e na secrecdo de prostaglandinas e/ou aumento nos niveis
plasmaticos das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a, entre outros fatores. Tal fato ndo
foi observado com os exercicios de alta intensidade, mostrando assim, a
influéncia da intensidade, frequéncia e duracdo dos exercicios sobre este
parametro inflamatorio (LANA; PAULINO; GONCALVES, 2007).

Nesse sentido, uma revisdo sobre EF como fator de prevencdo aos
processos inflamatérios decorrentes do envelhecimento concluiu que, em
conjunto, a IL-6 e o TNF-a sdo as principais citocinas associadas a
aterosclerose, sarcopenia e déficits cognitivos. Embora os mecanismos nao

sejam totalmente elucidados, o EF reduz os niveis circulantes de citocinas proé-
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inflamatdrias e aumenta a liberagédo de substancias anti-inflamatoérias (BRITO et
al., 2011).

Rodriguez et al. (2015) desenvolveram um estudo para determinar se o
treinamento de endurance atenuava os efeitos negativos induzidos por uma
injecdo aguda de TNF-a na musculatura esquelética de ratos. Observou-se que,
independentemente do treinamento (6 semanas de treinamento de endurance a
60% da velocidade maxima), o TNF-oo aumentou 0 RNA mensageiro das
citocinas e houve baixa regulacdo vinculada a sintese de proteinas. A
fosforilacdo de IKKa/B e IkBa induzida pelo TNF-o. foi atenuada em ratos
treinados, sugerindo ativacao alterada de NF-kB. Isso foi associado com baixa
inducdo de véarios marcadores de degradacdo de proteinas, ou seja, o
treinamento de resisténcia protege a musculatura esquelética contra a ativacao

de vias de sinalizacdo de degradacédo de proteinas induzidas pelo TNF-a.

Na literatura podemos verificar mais estudos sobre resposta imune ao
exercicio agudo, porém muito menos é conhecido a respeito dos efeitos crénicos
do EF na funcdo imune (DOS SANTOS et al., 2007). Esse fato justifica-se por
causa da dificuldade de separar os efeitos da aptidao fisica do verdadeiro efeito
do EF na funcéo imunoldgica, e devido ao longo tempo de duracdo que esses
estudos necessitam para serem realizados. Assim, as mudancas induzidas pelo
EF intenso podem durar pelo menos 24 horas e até 0 mesmo 0 exercicio
moderado induz mudancas significativas por diversas horas. Por ndo ser facil
persuadir os atletas para absterem-se de seu programa normal de treinamento
fisico, mesmo por somente um dia, pode ser dificil obter resultados da funcao
imune no seu verdadeiro estado de descanso (DOS SANTOS et al., 2007).

2.4 Estresse oxidativo

Os radicais livres sé@o definidos como qualquer elemento quimico que,
em sua camada orbital mais externa, possua um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo altamente instaveis e muito reativos. Pode-se citar
como exemplo o anion superoxido, radical hidroxila e radical peroxila. Entretanto,
existem algumas espécies nao radicalares, tais como o peroxido de hidrogénio

e oxigénio singlet, que podem ser tdo prejudiciais quanto os radicais livres.
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Dessa forma, o conjunto de espécies nao radicais e radicais livres classifica-se
como espécies reativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo continuamente geradas no
metabolismo, principalmente na cadeia respiratéria mitocondrial, que em
operacdo normal, 2-5% do oxigénio consumido € incompletamente reduzido. A
formacdo dessas espécies € fisiologicamente importante no processo
fagocitario, na sinalizacdo celular e na resposta imune (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). Com isso, podemos dizer que elas possuem uma acao
benéfica relacionada com nossa atividade imunolégica, pois quando estdo em
proporcdes fisiolégicas, exercem fungdes metabdlicas essenciais para a
homeostasia celular. Em uma lesdo muscular oriunda da realizacdo de um
exercicio excéntrico, por exemplo, os neutrofilos, mondcitos e linfécitos sao
recrutados para o local de inflamacdo, onde produzem ERO e enzimas
proteoliticas para limpar e reparar o tecido lesado (STUPKA, et al., 2000).

Entretanto, quando em excesso, podem danificar proteinas, DNA celular
(causando mutacdes) ou a bicamada lipidica da membrana celular (peroxidagao
lipidica) (BERG; YOUDIM; RIEDERER, 2004; McARDLE et al., 2011). Isso
aumenta o dano tecidual e pode iniciar diversas doencas crbnicas como a
carcinogénese (COUSSENS & WERB, 2002), podendo estar envolvido na
patogénese de diversas doencas, como enfisema pulmonar, doencas
inflamatorias, aterosclerose, cancer e envelhecimento prematuro (MENEGUINI,
1987; SOUTHORN; POWIS, 1988). Adicionalmente, pode aumentar o
fracionamento proteico e a atrofia muscular durante longos periodos de
inatividade fisica (MCARDLE et al., 2011).

Nesse sentido, quando ha um desequilibrio entre a propor¢cdo de
substancias oxidantes e o sistema antioxidante, de maneira que 0s primeiros
sejam predominantes, chamamos de estresse oxidativo (MCARDLE et al., 2011).
A produgédo de ERO é aumentada devido ao elevado consumo de oxigénio
durante exercicios aerobios (PATTWELL & JACKSON, 2004) e de forca
(McBRIDE et al.,, 1998). Entretanto, em decorréncia do exercicio fisico, o
organismo sofre adaptagcdes que levam ao aumento das defesas antioxidantes,

como as enzimas glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase
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(POWERS; JI; LEEUWENBURGH, 1999; SHERN-BREWER et al, 1998;
VINCENT et al., 1999).

2.5 Desfechos oxidativos
2.5.1 Substéancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS)

A quantificacdo do estresse oxidativo de forma direta € complicada devido
ao fato que as espécies reativas de oxigénio possuem meia-vida extremamente
curta (ESTERBAUER, 1996). Para contornar esse problema e ainda ter uma
medida a respeito do estresse oxidativo, pode-se realizar a quantificacdo de
varios produtos oriundos de reacbes pro-oxidantes, como € o caso da
peroxidacao lipidica. Esse processo ocorre geralmente com acidos graxos poli-
insaturados, devido as varias duplas ligacdes entre as quais se encontram 0s
grupos metileno (-CH2-) que possuem hidrogénios particularmente reativos, e se
caracteriza pela captura de elétrons dos lipidios por radicais livres nas
membranas celulares (ESTERBAUER, 1996).

E devido a isso que a deteccdo do estresse oxidativo tem se baseado
amplamente na quantificacdo de compostos como o malondialdeido, que séo
produtos vindos da degradacéo inicial de substratos sob ataque de radicais livres
(JANERO, 1990). A reacéo do malondialdeido com o acido 2-tiobarbiturico (TBA)
€ uma das formas mais utilizadas de estimar o estresse oxidativo (LIU et al.,
1997), onde os produtos resultantes desta técnica sdo chamados de substancias

reativas ao acido 2-tiobarbitarico (TBARS).

TBARS mede, em ultima instancia, o malondialdeido presente na amostra
e aquele gerado a partir de hidroperoxidos lipidicos pelas condicdes hidroliticas
da reacdo (TREVISAN et al.,, 2001). No entanto, o malondialdeido é um dos
varios produtos finais de baixo peso molecular formados através da
decomposicdo de certos produtos primarios e secundarios de peroxidacdo
lipidica (JANERO, 1990). Além disso, apenas certos produtos geram esse
composto, e ele ndo € o unico produto final da formacdo e decomposicao de
peréxido graxo, nem uma substancia gerada exclusivamente pela peroxidacao
lipidica (JANERO, 1990).
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Com isso, pode-se concluir que a determinagdo do malondialdeido e o
teste de TBA podem oferecer, na melhor das hip6teses, uma janela estreita e
um tanto empirica sobre o complexo processo de peroxidacéo lipidica, sendo
gue estudos sobre esse desfecho que utilizem essas medidas requerem cautela,
discricéo e (especialmente em sistemas biolégicos) dados correlativos de outros
indices de formacédo e decomposicdo de perdxido de gordura (JANERO, 1990).

2.5.2 Conteudo tidlico total

O conteudo tidlico total refere-se aos compostos tidlicos que contém o
grupo sulfidrila (—-C—-SH) em sua estrutura, como a glutationa, cisteina,
homocisteina e cisteinil-glicina. Esses tidis também sdo encontrados como
dissulfuretos de baixa massa molecular (simétricos), isto €, homocistina,
cistinilglicina, cistina e dissulfeto de glutationa (ROSSI et al. 2008). No plasma
humano, a concentracdo de grupos sulfidrilas de proteinas esta na faixa de 0,4
a 0,5 mM, enquanto que a de ti6is de baixa massa molecular esta na faixa de
0,1a20 mM (GIUSTARINI et al., 2006; MANSOOR; SVARDAL; UELAND, 1992).

Os tidis representam a maior parte do conjunto global de antioxidantes em
animais e, portanto, desempenham um papel importante na protecdo contra
danos causados por espécies reativas de oxigénio. Eles sdo responsaveis pelo
sequestramento de radicais livres e sdo capazes de quelar ions metalicos
danosos, sendo fundamentais na defesa antioxidante dos eritrcitos e no plasma
(KEMP; GO; JONES, 2008).

2.5.3 Enzima superoxido dismutase

Superoxido dismutase (SOD) € uma enzima importante devido ao seu
papel crucial na eliminacéo do radical superoxido (O2), que € um potente agente
oxidante. Atomos de metal especificos, como cobre (Cu), zinco (Zn), manganés
(Mn), ferro (Fe) e niquel (Ni), sdo cofatores essenciais de varios tipos de SOD
devido a sua alta reatividade com o Oz. Em humanos e outros mamiferos,
existem apenas trés tipos de SOD (SOD1, SOD2 e SOD3) (WEISIGER &
FRIDOVIC, 1973; MARKLUND et al., 1982; KELLER et al., 1991).

No que se refere a SOD1, trata-se de um dimero (tem duas unidades) que
utiliza o Cu e 0 Zn como cofatores e € encontrada no citoplasma celular (CHANG
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et al., 1988; KELLER et al., 1991; CRAPO et al., 1992). A SOD2 é um tetramero
(quatro subunidades) que utiliza o Mn como cofator, estando presente nas
mitocondrias (WEISIGER & FRIDOVIC, 1973; BARRA et al., 1984). Por fim, a
SOD3 também €é um tetramero, porém utiliza o Cu e Zn como cofatores e esta
localizada no ambiente extracelular (MARKLUND, 1982; MARKLUND et al.,
1982; MARKLUND et al., 1986). As figuras 6, 7 e 8 demonstram as estruturas da
SOD1, SOD2 e SOD3, respectivamente. Caso tenhamos deficiéncia em
qualquer tipo de SOD teremos uma gueda ha resisténcia ao estresse oxidativo,
levando a diferentes niveis de danos teciduais (LI et al., 1995; ELCHURI et al.,
2005; MULLER et al., 2006; SENTMAN et al., 2006).

Figura 6. Estrutura da enzima superdxido dismutase 1 (SOD1) humana. Azul: N-terminal; vermelho: C-

terminal; esfera laranja: cofatorada com cobre; esfera cinza: cofatorada com zinco (dominio publico).
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Figura 7. Estrutura molecular da enzima superéxido dismutase 2 (SOD2) de humanos. Esferas roxas:

cofatorada com manganés (dominio publico).

Figura 8. Estrutura molecular enzima superéxido dismutase 2 (SOD2) de humanos. Esferas laranjas:

cofatorada com cobre; esferas cinzas: cofatorada com zinco (dominio publico).

Sua funcgéo esta na catalizacdo da dismutacdo do superdxido (Oz2) em
oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H2032). Elas irdo adicionar ou remover
das moléculas de superdxido, transformando assim, o Oz em uma das duas
espécies menos agressivas: 0 Oz molecular ou 0 H202. Essa reacdo pode ser
exemplificada, para SOD que utilize o Cu e 0 Zn como cofatores, nas seguintes
expressoes:
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Cu?*-SOD + O2™ — Cu*-SOD + O2
(equacéo de reducao do cobre e oxidag&o do superoxido)
Cu*-SOD + O2™ + 2H* — Cu?*-SOD + H202

(equacao da oxidacao do cobre e reducao do superéxido)

Porém, a equacdao geral, aplicavel a todas as diferentes formas da SOD

que utilizem metais como cofatores, pode ser escrita das seguintes formas:

MM+D*.SOD + O2” — M™-SOD + O2
ou
M"-SOD + Oz + 2H* — M(™1*-SOD + H202
Onde M = Cu (n=1); Mn (n=2); Fe (n=2); Ni (n=2).

Em uma série de tais rea¢des, o0 estado de oxidacao e a carga do cation metalico

oscilam entre ne n + 1: +1 e +2 para Cu, ou +2 e +3 para 0s demais metais.

Superéxido é produzido como um subproduto do metabolismo aerébio e,
caso ndo seja regulado, causara varios tipos de danos celulares (HAYYAN;
HASHIM; AL NASHEF, 2016). J4 o peroxido de hidrogénio também causara
danos oxidativos, porém sua degradacao ocorrera por outra enzima, a catalase,

como sera abordado em seguida.

No entanto, o superoxido é um agente oxidante mais poderoso que o
peréxido de hidrogénio, tornando ele uma das principais ERO na célula. Isso faz
com que a SOD tenha um papel antioxidante fundamental, sendo comprovado
em roedores knockout para essa enzima. Camundongos que nao produzem
SOD2 morrem alguns dias depois do nascimento devido a um grande estresse
oxidativo (LI et al., 1995), ja os que nao produzem SOD1 desenvolvem uma

ampla gama de patologias, como, por exemplo, o cancer de figado (carcinoma
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hepatocelular) (ELCHURI et al., 2005) e aceleracdo da sarcopenia relacionada
a idade (MULLER et al., 2006). J& camundongos com nenhuma producdo de
SOD3 néo apresentam defeitos 6bvios e exibem uma expectativa de vida normal,
embora sejam mais sensiveis a lesdo hiperoxica (SENTMAN et al., 2006). No
gue se refere a ativagao, a diminuicéo da atividade da SOD3 tem sido associada
a doencas pulmonares, como Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda (SARA)
ou Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbénica (DPOC) (YOUNG et al.,, 2006;
GANGULY et al., 2009; GONGORA et al., 2008).

J4, em humanos, mutacbes na SOD1 podem causar esclerose lateral
amiotréfica (ELA) familiar (MILANI et al., 2011; DENG et al., 1993; CONWIT,
2006; AL-CHALABI; LEIGH, 2000) e ha evidéncia que essa enzima, sob
condicBes de estresse celular, pode contribuir para uma fracao significante dos
casos de ELA esporadica, porém o mecanismo pelo qual a SOD é envolvida
nessas patologias ainda néo é conhecido, o que se sabe é que ndo é devido a
perda de atividade enzimatica ou a uma diminuicdo na estabilidade
conformacional da proteina da SOD1.

Além disso, a superexpressao de SOD1 tem sido associada aos disturbios
neurais observados na sindrome de Down (GRONER et al., 1994). Em pacientes
com talassemia, a SOD aumentara como uma forma de mecanismo de
compensacao. No entanto, no estagio crénico, a SOD néo parece ser suficiente
e tende a diminuir devido a destruicdo de proteinas da reacdo massiva
oxidante/antioxidante (RUJITO; MULATSIH; SOFRO, 2015). No entanto, as
outras duas isoformas da SOD (SOD2 e SOD3) ainda nao foram ligadas a

nenhuma doenca humana.
2.5.4 Enzima catalase (CAT)

Catalase foi uma das primeiras enzimas investigadas na familia da
peroxidase, é conhecida por estar presente na quase totalidade de organismos
expostos ao oxigénio (SCHROEDER et al. 1982; AGAR et al., 1986; MUELLER
et al., 1997; BAl & CEDERBAUM, 2001; ZAMOCKY FURTMULLER; OBINGER,
2008). Primeiramente encontrada em peroxissomos, a catalase decompde H20:2
em H20 e O2 (ZAMOCKY FURTMULLER; OBINGER, 2008).
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Como o acumulo de H202 e seu produto -OH pode causar dano oxidativo
severo a célula, a catalase fornece protecdo essencial para praticamente todos
os organismos (HO et al., 2004; VEAL; DAY; MORGAN, 2007; RAY; HUANG;
TSUJI, 2012). Além disso, como H202 atua como uma importante molécula de
sinalizacdo celular, sua decomposi¢cdo € regulada por mdltiplas enzimas
antioxidantes (LEAMAN et al., 1996; BAE et al., 2000; BRIVANLOU; DARNELL
Jr, 2002; CAl, 2005. VEAL; DAY; MORGAN, 2007).

Relacionadas com a catalase, a peroxirredoxina (Prx) e a glutationa
peroxidase (GPx) sao eficientes sequestrantes de H20:2 e estdo envolvidas na
mediacdo de seus niveis (MILLS, 1957; KIM et al., 1988; RHEE et al., 2001;
RHEE et al., 2005; VEAL; DAY; MORGAN, 2007). Devido a essa diversidade, a
importancia da catalase na regulacéo de H20:2 foi questionada com a descoberta
de GPx e Prx em 1957 e 1988, respectivamente (MILLS, 1957; KIM et al., 1988;
RHEE et al., 2001).

Especificamente, em um modelo de camundongos knockout para catalase
estabelecido por Ho et al. (2004), os animais ndo desenvolveram defeitos
proeminentes sob condi¢des normais. No entanto, quando lesdes oxidativas
especificas foram impostas a varios tecidos, como figado, pulméo e cérebro,
esses ratos mostraram diferentes niveis de suscetibilidade ao estresse oxidativo.
Portanto, a protecdo exercida pela catalase é dependente do tecido e
influenciada pela presenca do nivel de outro antioxidante como a GPx (HO et al.,
2004).

Catalase € uma enzima contendo quatro subunidades idénticas. Cada
subunidade é caracterizada por quatro dominios, cada um com um peso
molecular de aproximadamento 57 kDa (TANFORD; LOVRIEN, 1962; REID et
al., 1981; FITA; ROSSMANN, 1985). Cada cadeia polipeptidica liga um grupo
hemo, semelhante ao que existe na hemoglobina, possuindo entdo cada hemo
um ion de ferro. E este centro metéalico que reage com o perdxido de hidrogénio.
Porém, algumas catalases sao ndo-hémicas, possuindo em vez do grupo hemo
um centro binuclear de manganés (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004). A figura

9 exemplifica a estrutura da catalase.
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Figura 9. Estrutura molecular da catalase (dominio publico).

Para converter H202 em H20 e Oz esta enzima utiliza Fe através de um
mecanismo de duas etapas (SEAH; KAPLAN, 1973; BAI; CEDERBAUM, 2001;
ZAMOCKY FURTMULLER; OBINGER, 2008). O primeiro passo é caracterizado
pela oxidacao do Fe (Ill) no centro do heme por H20:2 para gerar o intermediario
[Fe (IV) -enzima = O] e H20. Isto é seguido pela segunda etapa de reducdo na
qual outra molécula de H202 acessa e recupera a catalase de volta ao seu estado
normal com a producéao de H20 e O2 como produtos finais (FITA; ROSSMANN,
1985; ZAMOCKY FURTMULLER; OBINGER, 2008). As equacdes abaixo
demonstram, respectivamente, o processo catalitico fundamental (demonstrado
nas duas primeiras) e a reagdo geral (na terceira delas) (ZAMOCKY
FURTMULLER; OBINGER, 2008).

12 etapa de oxidacao
Fe(lll) — Enzima + H202 — Fe(IV) — Enzima—= O + H20
22 etapa de oxidagéo
Fe(IV) — Enzima~ = O + H202 — Fe(lll) — Enzima + H20 + O2
Reacdo geral

catalase

2H202 ——  2H20 + O2
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2.6 Lipopolissacarideo (LPS)

O lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina da classe das bactérias
gram-negativas e foi descoberto no final do século XIX por Richard Pfeiffer
(1858-1910). Esse pesquisador ao estudar sobre as bactérias da célera mortas
pelo calor verificou que elas proprias eram toxicas ao invés de causarem
toxicidade pela secrecdo de um produto ou toxina. A partir desse achado é que
as toxinas das bactérias passaram a ser classificadas como: 1) exotoxinas,
guando a toxina € secretada pela bactéria; e 2) endotoxinas, quando o material
toxico é produzido e esta contido nas proprias bactérias (BEUTLER &
RIETSCHEL, 2003). O LPS é classificando, entdo, como endotoxina e possui
elevado grau de toxicidade que esta relacionado com a membrana externa de
bactérias da classe gram-negativa, sendo liberado quando ha a multiplicacédo
das bactérias ou quando séo destruidas pelas células de defesa (TUIN et al.,
2006).

As bactérias gram-negativas possuem essa nomenclatura em razao de
nao reterem o corante cristal violeta da técnica de Gram, a qual é uma técnica
gue permite a diferenciacao entre bactérias com diferentes estruturas de parede
celular, a partir das coloracfes que estas adquirem no tratamento com reagentes
quimicos especificos. Sdo células bacterianas que apresentam em sua estrutura
pequenas porcdes de peptideoglicanos, e uma membrana externa contendo
LPS, lipoproteinas e demais macromoléculas complexas. No sentido oposto, as
bactérias gram positivas, respondem a técnica de Gram colorindo-se de violeta
e sao células bacterianas que apresentam uma parede celular consistente e com
grandes quantidades de peptideoglicanos em sua estrutura, porém nao possuem
uma membrana externa como as bactérias gram-negativas (MADIGAN et al.,
2016). Dentre as bactérias gram-negativas, o LPS esta claramente caracterizado
na Escherichia Coli, devido a via biosintética e o0 mecanismo de exportacao
(WANG & QUINN, 2010).

O LPS apresenta uma estrutura com uma bicamada de acucar (hidrofilica)
e outra de lipideos (hidrofébica), sendo que esta Ultima é a responsavel pela
acao antigénica do mesmo (RAETZ & WHITFIELD, 2002). Ele esta dividido em
trés partes: lipidio A, nucleo e antigeno O, como esta apresentado na Figura 10.
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O antigen

Outer Core

Inner Core

Figura 10. Estrutura de um lipopolissacarideo (dominio publico). Amarelo (lipidio A); Verde (nucleo interno);
Azul (nicleo externo); Vermelho (antigeno O).

O lipideo A é componente hidrofébico do LPS, responséavel pelos efeitos
toxicos das infeccdes com bactérias gram-negativas (GALANOS et al., 1985) e
tem um importante papel na ativacdo de um dos receptores mais importantes de
LPS que é o Tool Like 4 (TLR4) (PERSING etal., 2002; RIETSCHEL et al., 1994).
O nucleo central dessa endotoxina, esté subdividido em nucleo interno e externo,
0s quais sdo uma cadeia curta de residuos de acucar localizadas no seu interior,
onde o nucleo externo € a parte terminal da molécula de LPS, também conhecido
como LPS rugoso (R-LPS) e o nucleo interno desempenha um papel crucial no
estabelecimento da funcdo de barreira da membrana externa, o que pode
explicar o alto grau de conservagao estrutural em Escherichia coli (HEINRICHS;
YETHON; WHITFIELD, 1998).
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O nucleo externo é feito de residuos de hexose que estdo ligados ao
altimo residuo de heptose no nucleo interno. As hexoses frequentemente
encontradas no nucleo externo incluem: D-glicose, D-manose, D-galactose, etc.
Geralmente ha pelo menos trés hexoses ligadas a 1 — 3, com o antigeno O
sendo ligado a terceira hexose. Outras hexoses sdo frequentemente
encontradas ligadas ao nucleo externo, ramificando-se a partir do oligbmero
principal. O antigeno O esta ligado ao oligossacarideo do nucleo e compreende
o dominio mais externo da molécula de LPS, onde a presenca ou auséncia desse
antigeno determina se o LPS sera liso ou rugoso e em razao de sua localizacéo,
0 antigeno O é um alvo para reconhecimento pelos anticorpos hospedeiros.

Na parede celular do LPS encontram-se os lipoglicanos, fosfolipideos,
peptideoglicanos e as lipoproteinas, os quais estao apresentados na figura 11.
As lipoproteinas séo responsaveis por estabilizar a membrana externa e fixa-la
a camada de peptideoglicano; os peptideoglicanos, por sua vez, sao
responsaveis por conceder a forma mais rigida as células e por fornecerem
protecdo ao citoplasma contra as diferencas na pressdo osmatica; 0s
lipoglicanos sé@o heteropolissacarideos longos ligados covalentemente a um
lipideo, dentre suas funcdes, destacam-se a estimulacdo na producdo de
anticorpos IgM in vivo e in vitro, a modulacdo da resposta imune a antigenos
dependentes de «células T e as atividades imunossupressoras e
imunoestimuladoras que realizam (SMITH, 1984). Os fosfolipideos séao
essenciais a formagdo da membrana externa de bactérias gram-negativas, onde
em vez de possuirem uma bicamada lipidica como as células em geral, séo
formadas por uma dupla camada, contendo fosfolipideos e proteinas
(MADIGAN, 2016).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_osm%C3%B3tica
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Figura 11. Arquitetura da parede celular de um lipopolissacarideo (Retirado de ALEXANDER &
RIETSCHEL, 2001).

A sinalizacédo do LPS ocorre através de padr6es moleculares associados
a patdgenos, os chamados PAMPs, que sédo padrdes de moléculas reconhecidas
pelo sistema imune inato como forma de detectar a invasao por patdgenos. No
caso das bactérias, fungos e virus esses receptores sao especificos e da classe
Toll-Like, os quais sdo pec¢a chave para a identificacdo de sensores primarios de
infeccbes microbianas e tém fornecido informacgdes significativas na
compreensao dos mecanismos envolvidos na imunidade inata e adquirida
(POLTORAK et al., 1998). Dentre os principais, destaca-se o receptor Toll-Like
4 (TLR4), o qual é facilmente encontrado na superficie de inUmeras células
imunes como 0s mondcitos, macrofagos, células dendriticas e neutrofilos
(AKIRA et al., 2006). Aléem disso, esse receptor realiza a fungéo de dimero, onde
€ dependente do complexo de proteinas MD-2 para que seja reconhecido pelo
LPS (Figura 12) (TRIANTAFILOU & TRIANTAFILOU, 2002).
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Figura 12. Estrutura geral do complexo TRL4-MD2-LPS (Retirado de PARK et al., 2009).

Juntamente com os receptores Toll-like, as moléculas de LBP
(Lipopolysaccharide Binding Protein, que no portugués significa proteina ligante
de LPS), proteinas CD14 (na sua forma soltvel ou junto a membrana celular-
sCD14 e mCD14, respectivamente) e mielbide diferenciadora 2 (MD-2) fazem a
mediacdo do reconhecimento do LPS. Tais proteinas, quando em sua versao
solavel, atuam como proteinas auxiliares, responsaveis por realizar a

transferéncia de LPS para o receptor TLR4 ou para o complexo formado entre o
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receptor TLR4 e a proteina MD-2 (SHIMAZU et al., 1999; TAKEDA & AKIRA,
2004). Tal complexo é considerado a forma central de reconhecimento do LPS.
Os receptores TLR4 quando ativados podem gerar iniUmeras vias de sinalizacao
como as proteino-quinases ativadas por mitdogenos (MAPK), o ativador de
proteina 1 (AP-1), o transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (STAT-1), o
fator regulador de interferon 3 (IRF3), etc.

Na figura 13 esta apresentada a ativacdo mediada por macrofagos da
imunidade inata por LPS agonistico, onde a proteina LBP catalisa a reacdo de
transferéncia de LPS monomerizado em estruturas intactas ligadas a membrana,
como no caso de CD14, o mCD14, que se apresenta na superficie do fagocito e,
por sua vez, inicia a liberagdo de um amplo espectro de mediadores enddgenos
via TLR4-MD-2. Em imunorreacdes fisioldgicas normais, concentracdes
comparativamente baixas e equilibradas desses mediadores como as citocinas
inflamatorias e quimiocinas, lipidios biologicamente ativos e espécies reativas de
oxigénio levam a ativacdo de agentes antimicrobianos, antivirais e mecanismos
de defesa antitumoral, mas quando ha a presenca de alguma doenca, 0s niveis
desregulados e desequilibrados de mediadores também podem gerar risco de
vida, como se observa em formas graves de sepse. Nos linfécitos T, células
natural killer (NK) e muitos outros tipos de células, a IL-12 ou IL-18 induzem a
liberacdo de IFN-y, levando a uma hipersensibilizagdo de fagdcitos

mononucleares para o LPS endotoxicamente ativo.
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Figura 13. Ativacdo mediada por macrofagos da imunidade inata por LPS agonistico (Fonte:
ALEXANDER & RIETSCHEL, 2001).

Adicionalmente, a via do fator nuclear kappa B, mais conhecida como NF-
kB é considerada umas das principais vias de sinalizacéo ativadas por LPS. No
momento em que esse fator se desloca para o nucleo, ele promove consigo a
transcricdo de inUmeros genes que atuam em processos fisiopatoldgicos (e.g.
doencas cardiovasculares, diabetes, varios tipos de cancer e doengas auto-
imunes) e fisiologicos (e. g. agbes sobre processos inflamatorios e imunes,
apoptose, diferenciacéo celular e ativacéo da proliferacdo de células tumorais)
(RAETZ & WHITFIELD, 2002; CRUZ-MACHADO, 2010). A sinalizacdo desse

fator por LPS gera o recrutamento de diversas proteinas citoplasmaticas, como
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ocorre nas vias dependente e independente da proteina de resposta primaria de
diferenciacdo mieléide 88 (My88) (Figura 14). Essa via, quando ativada, gera
uma ativacdo do complexo de quinases IKKs, que por sua vez ativam a
fosforilacdo, ubiquitinacdo e degradacdo proteassémica da proteina IkB-alfa
(conhecida ainda como NFKBIA). A principal funcdo exercida por essa proteina
€ a manutencdo do NFKB no citoplasma e sua degradacdo permite a liberacédo
do fator de transcricdo e sua translocacao ao nucleo da célula para se ligar aos
elementos que respondam ao DNA (KAWAI & AKIRA, 2006; CARMODY &
CHEN, 2007; LU et al., 2008). Caso ndo ocorra o processo de fosforilacdo da
proteina IkB-alfa e ndo haja a degradacao proteassémica, o NFKB ndo sera
translocado ao nucleo (GOSH et al., 1998).

,? LPS LBP

@ @& ]

LPS/LBP

Citoplasma

Transcn‘ido Génica
RV

WY Ndcleo

Figura 14. Via de ativacdo dos receptores por LPS e a ativacdo da translocacdo nuclear do NFKB
e de outros fatores de transcricdo (Fonte: CRUZ-MACHADO, 2010).

De fato, o LPS é o principal componente da parede celular de todas as
bactérias gram-negativas e desempenha um papel dominante na sepse

[condicdo com alto risco de levar o paciente a 6bito que surge quando a resposta




78

do sistema imune a uma infeccdo danifica os tecidos e érgdos saudaveis
(SINGER et al., 2016)], que, por sua vez, tem a liberagdo descontrolada de
citocinas pro-inflamatérias como caracteristica principal a nivel molecular
(COHEN, 2002). A regulacao espacial e temporal precisa da resposta imune
inata que € essencial para que o hospedeiro se defenda contra a infec¢éo por
patégenos. No entanto, quando tais respostas se tornam super-amplificadas ou
desreguladas, a ruptura resultante da homeostase pode levar ao
desenvolvimento de imunopatologia. Em consonancia com isso, um resultado
deletério que se correlaciona com a infeccdo bacteriana € a sepse, que € uma
sindrome clinica com alta taxa de mortalidade (ANGUS, et al., 2001).

Estudos usando agentes infecciosos ou endotoxinas como o LPS, tanto
em humanos como em animais, utilizam a medida da temperatura corporal como
forma de avaliar a progressao da doenca e definir os pontos chave da mesma
(MEI et al., 2018). A sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS), que
esta caracterizada por uma resposta inflamatoria que afeta todo o organismo,
como € o caso da ocasionada por LPS, tende a causar febre ou hipotermia em
resposta a inflamacéo, bem como aumentos na frequéncia respiratéria e
cardiaca e diminuicdo do numero de leucocitos (BONE, 1991; BONE et al.,
1992).

As formas mais comuns de mensuracdo da temperatura corporal em
humanos sédo através dos termdmetros de mercurio e digital, os quais sao
medidas faceis e ndo invasivas. Em animais, existem diversas formas de avaliar
esse parametro, de modo que em sua maioria SA0 processos invasivos como
técnicas de avaliacao direta no reto, timpano ou es6fago dos animais, além de
cateterismo na artéria pulmonar, que é um processo mais agressivo e usado
somente em casos especificos (GOODWIN, 1998; BRUNELL, 2012). Em razéo
disso, novas técnicas vem surgindo para avaliar esse parametro de forma menos
invasiva, com menos contato dos pesquisadores com o animal e que demande
menos tempo e técnica dos pesquisadores no momento da medida.

Dentre as novas técnicas, destacam-se 0 uso do termOmetro
infravermelho e o implante subcutaneo passivo de identificagdo por
radiofrequéncia (RFID) (MEI et al., 2017). O estudo realizado por Mei e
colaboradores (2017), comparou e avaliou esses dois métodos de mensuragéo

da temperatura corporal em 435 roedores de quatro diferentes linhagens, com a
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utilizacdo do LPS, o qual induz uma fase aguda de doenca por um periodo
aproximado de 36 horas acompanhadas de hipotermia. Foram realizadas
analises da temperatura central e periférica dos animais de modo que o
termbémetro infravermelho € aceito como substituto do RFID, ja que ambos

medem corretamente a temperatura corporal dos animais.

2.7 Relacédo entre o exercicio fisico e o lipopolissacarideo (LPS)

Devido ao fato que o LPS esta presente em bactérias gram-negativas
(WANG & QUINN, 2010) e é fator determinante para o desenvolvimento de
varias condicfes patolégicas, como a sepse (ANGUS et al., 2001), lesdo
pulmonar aguda (GONCALVES et al., 2012), inflamacéo no figado (PEPPLER et
al., 2016), neuroinflamacgé&o e neurodegeneracédo (LITTLEFIELD et al., 2015),
entre outras, ele tem sido estudado para testar diversas terapias contra essas
disfuncbes, principalmente em modelos animais. Seus efeitos deletérios ao
organismo se dao, em grande parte, devido a uma resposta pré-inflamatéria
exacerbada e generalizada (RIETSCHEL & BRADE, 1992; BONE, 1993; RIETSCHEL et
al., 1994), advinda de uma cascata inflamatéria ativada pela administracdo de
LPS, tanto a nivel sistémico, quanto a nivel tecidual especifico (ANGUS & van
der POLL, 2013).

Da mesma forma, o movimento fisico tem se mostrado como um fator
muito relevante para a prevencdo e tratamento de varias doencas,
principalmente cronicas degenerativas, como doenca arterial coronariana,
doenca cardiovascular, acidente vascular cerebral, hipertensdo, diabetes,
obesidade, osteoporose, cancer de mama e colon e depressao (WHO, 2010).
Muitos dos fatores de risco para essas doencgas, e a grande maioria delas, estao
associados a inflamacao sistémica de baixo grau, como é o caso aterosclerose
(LIBBY, 2002; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002), resisténcia a insulina
(DANDONA; ALJADA; BANDYOPADHYAY, 2004), sindrome metabdlica (HAN
et al., 2002) e diabetes tipo 2 (BARZILAY et al., 2001; DUNCAN et al., 2003;
FESTA et al., 2002) o que pode explicar em parte o efeito do movimento sobre
essas disfungdes, pois sabe-se que a atividade fisica, principalmente o exercicio
fisico tem um efeito agudo e cronico anti-inflamatério (PETERSEN &

PEDERSEN, 2005). Com isso em mente, € razoavel hipotetizarmos que efeitos
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cronicos da atividade/exercicio fisico tém grande chance de influenciar a
imunomodulagdo do organismo, de modo a protege-lo contra os efeitos
deletérios do LPS.

Devido a esse fato, alguns estudos estéo utilizando a atividade/exercicio
fisico na prevencdo ou tratamento de diversas disfuncdes associadas a
inoculacdo de LPS em modelos animais. Realizou-se uma pesquisa nas
principais bases de dados da saude utilizando as palavras-chave “LPS”,
“Lipopolysaccharide”, “Exercise”, “Physical Activity”, “Mice” e “Rat” estando
presentes no titulo ou resumo dos manuscritos, na tentativa de encontrar estudos
que relacionassem o efeito da atividade/exercicio fisico em organismos
submetidos ao LPS in vivo. Até o presente momento, foram encontrados apenas
13 estudos, onde 12 administraram o LPS apds o treinamento fisico e um deles

administrou o LPS antes do treinamento.

No que se refere ao estudo que administrou o LPS antes do treinamento
fisico, Irahara et al. (2016) objetivaram verificar se o exercicio aerobio continuo
de baixa intensidade realizado durante um modelo de sepse aguda (induzido por
LPS da bactéria Escherichia coli) poderia alterar o substrato utilizado no
metabolismo energético e influenciar na sobrevivéncia de camundongos machos
da linhagem C57BL/6 com 11 semanas de vida. Para isso, 0s animais foram
divididos em grupo controle (injecdo de solucdo salina, 10 mL/kg de peso
corporal), grupo de menor dose de LPS (1 mg de LPS/kg de peso corporal), dose
mediana de LPS (5 mg de LPS/kg de peso corporal) e grupo de maior dose de
LPS (10 mg de LPS/kg de peso corporal), onde cada grupo continha 15-16

animais.

Em seguida, administrou-se solug¢do salina ou LPS nos grupos e os
mesmos foram divididos em grupo exercicio e grupo sedentario (7-8 animais por
grupo), totalizando oito grupos. Os grupos exercicios eram exercitados em
esteira propria para roedores a uma velocidade de 12 m/min, sendo que foram
realizadas 3 sessdes de 30 minutos durante o primeiro dia e duas sessfes de 30

minutos no segundo e terceiro dia apos injecdo do LPS.
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Como resultado principal, os célculos das propor¢cdes de sobrevida
revelaram que 12,5% e 50% dos animais sedentérios nos grupos da dose
mediana de LPS e da alta dose de LPS haviam morrido 72 horas apds a
administracdo do LPS, respectivamente. Em contrapartida, 100% dos
camundongos dos outros grupos (controle sedentario e exercitado, baixa dose
de LPS exercitado e sedentario, dose mediana de LPS exercitado e alta dose de
LPS exercitado) sobreviveram. Como o exercicio era de baixa intensidade, e,
mesmo assim, 0s animais do grupo de alta dose precisaram de inUmeros
estimulos para permanecerem ativos, 0s autores especularam que sair de um
estado sedentario seja mais critico do que o exercicio ativo durante a sepse

severa.

Outro achado importante deste estudo foi que, depois de 16 horas da
inducdo do LPS, a oxidacdo de gordura aumentou em todos 0s grupos de
exercicio fisico e nos sobreviventes do grupo de alta dose de LPS sedentério,
além disso, o0 peso e a gordura epididimaria foi menor nos grupos exercitados,
enquanto que os niveis plasmaticos de lipidios hepéticos estavam elevados
nestes mesmos grupos, sugerindo que o EF induz o transporte de lipidios da
gordura enddgena para o sangue e figado, de modo a utiliza-la como fonte de
energia. Por fim, mRNA da PGC-1a (uma enzima chave no metabolismo de
gordura) e seus niveis proteicos estavam menores em todos os grupos de LPS
sedentarios em comparacao ao grupo controle sedentario. Em contrapartida,

todos os grupos exercitados estavam com valores mais elevados.

Com isso, 0s autores concluem que o exercicio de baixa intensidade
durante a fase aguda da sepse melhorou o metabolismo lipidico e a
sobrevivéncia de camundongos com sepse induzida por LPS, estimulando a
expressdo de PGC-1a. Ainda salientam o ineditismo do estudo, pois foi o
primeiro a demonstrar que o exercicio na fase aguda apds o inicio da sepse pode
exercer efeitos terapéuticos sobre sua fisiopatologia. A figura 15 foi retirada do
estudo citado acima (IRAHARA et al., 2016) e exemplifica o percentual de
sobreviventes até 72 horas apoés inducéo do LPS, em comparacéo aos diferentes

grupos experimentais.
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Figura 15. Relagao entre o percentual de sobreviventes (eixo “y”) e o tempo em horas ap6s a indugéo de
LPS (eixo “x”) nos diferentes grupos experimentais (retirado de Irahara et al., 2016). M-SED (grupo
sedentario com dose mediana de LPS); H-SED (grupo sedentario com maior dose de LPS); Other groups
(outros grupos, a saber: controle sedentério e exercitado, baixa dose de LPS exercitado e sedentario, dose
mediana de LPS exercitado e alta dose de LPS exercitado); *p<0,05 versus other groups.

No entanto, como o estudo de Irahara et al., (2016) foi o percursor em
estudar os efeitos do exercicio fisico pés administracdo de LPS e até a presente
data ndo foi encontrado outro estudo, esse se torna um campo muito fértil de
pesquisa, visto que, sabe-se muito pouco a respeito das influéncias do exercicio
no tratamento de disfun¢fes inflamatoérias desencadeadas por LPS.

Referindo-se aos estudos sobre a influéncia do treinamento fisico prévio
a administracdo do LPS, verificou-se que séo de dificil comparacéo, pois, dos 12
existentes (CHEN; CHEN; JEN, 2010; GONCALVES et al.,, 2012; HUEY &
MEADOR, 2008; ISHIZASHI et al., 1995; KATO et al., 2006; LITTLEFIELD et al.,
2015; MARTIN et al.,, 2013; MARTIN et al., 2014; PEPPLER et al., 2016;
PEPPLER et al.,, 2017; RAMOS et al.,, 2010; ROWSEY et al.,, 2006), 10
objetivaram verificar o efeito cronico do exercicio/atividade fisica na prevencao
de disfuncdes associadas ao LPS (CHEN; CHEN; JEN, 2010; GONCALVES et
al., 2012; HUEY & MEADOR, 2008; LITTLEFIELD et al., 2015; MARTIN et al.,
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2013; MARTIN et al., 2014; PEPPLER et al., 2016; PEPPLER et al., 2017;
RAMOS et al., 2010; ROWSEY et al., 2006) e dois focaram no efeito agudo de
uma sessao de exercicio/atividade fisica sobre o LPS (ISHIZASHI et al., 1995;
KATO et al., 2006).

Dos 10 que avaliaram o efeito crénico, sete interviram com atividade fisica
(caminhada na roda livre para roedores) (HUEY & MEADOR, 2008;
LITTLEFIELD et al., 2015; MARTIN et al., 2013; MARTIN et al., 2014; PEPPLER
et al., 2016; PEPPLER et al.,, 2017; ROWSEY et al., 2006) e os outros trés,
utilizaram diferentes protocolos de exercicio fisico, onde dois utilizaram exercicio
continuo de baixa intensidade (GONCALVES et al., 2012; RAMOS et al., 2010)
e 0 outro utilizou exercicio continuo de intensidade moderada (CHEN; CHEN;
JEN, 2010). Do mesmo modo, aqueles que trabalharam com o efeito agudo, um
deles utilizou 120 minutos de atividade fisica na roda voluntaria (ISHIZASHI et
al., 1995) e o outro uma hora exercicio continuo de intensidade leve em esteira

motorizada para roedores (KATO et al., 2006).

Além disso, houve grande variacdo na dosagem do LPS e nos animais
utilizados em cada estudo, pois, daqueles que pesquisaram sobre o efeito
cronico, a dosagem do LPS variou entre 0,02 mg/kg de peso corporal
administrado via intraperitoneal (MARTIN et al., 2013), 5 mg/kg de peso corporal
também por via intraperitoneal (CHEN; CHEN; JEN, 2010), e até 10 mg/kg de
peso administrado através de instilacdo intratraqueal (este ultimo levando em
conta que os autores injetaram 0,2 mg de LPS nos animais, independentemente
do peso, e 0s animais pesavam 20 e 25 gramas) (GONCALVES et al., 2012). Ja
no que se refere aos animais, a maioria utilizou camundongos machos da
linhagem C57BL/6 (CHEN; CHEN; JEN, 2010; HUEY & MEADOR, 2008;
LITTLEFIELD et al., 2015; MARTIN et al., 2013; MARTIN et al., 2014; PEPPLER
et al., 2016; PEPPLER et al., 2017), com idades variando de sete semanas
(CHEN; CHEN; JEN, 2010) a 22 meses (LITTLEFIELD et al., 2015). No entanto,
ainda tiveram estudos utilizando camundongos BALB/c (RAMOS et al., 2010;
GONCALVES et al., 2012) e ratos Sprague Dawley fémeas (ROWSEY et al.,
2006).
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Ja no caso dos estudos sobre o efeito agudo, Ishizashi et al. (1995)
administraram 0,2 mg de LPS por animal, utilizando camundongos ICR fémeas
com cinco semanas de idade, e Kato et al. (2006) utilizaram 0,02 mg de LPS por

camundongo, sendo estes fémeas da linhagem BALB/c e C57BL/6.

Porém, em referéncia a origem do LPS, a maioria dos estudos, tanto
referentes ao efeito agudo, quanto ao efeito crénico, utilizou o LPS proveniente
da bactéria Escherichia coli (CHEN; CHEN; JEN, 2010; GONCALVES et al.,
2012; HUEY & MEADOR, 2008; ISHIZASHI et al., 1995; MARTIN et al., 2013;
MARTIN et al., 2014; PEPPLER et al., 2016; PEPPLER et al., 2017; RAMOS et
al., 2010; ROWSEY et al., 2006), porém, Kato et al. (2006) utilizou LPS da
bactéria Actinobacillus actinomycetemcomitans Y4 e da bactéria Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277, e Littlefield et al. (2015) ndo especificaram a origem do
LPS.

No gue se refere aos principais achados desses estudos, aqueles que
pesquisaram sobre exercicio fisico previamente a administracdo do LPS, todos
0S quatro tiveram resultados positivos em favor do exercicio (CHEN; CHEN; JEN,
2010; GONCALVES et al., 2012; RAMOS et al., 2010; KATO et al., 2006), sendo
gue Gongalves et al. (2012) e Ramos et al. (2010) utilizaram como protocolo o
exercicio continuo de intensidade moderada realizado pelo periodo de 60
minutos por dia, trés dias na semana por cinco semanas (GONCALVES et al.,
2012) ou cinco dias na semana por seis semanas (RAMOS et al., 2010) e
chegaram a conclusao que o exercicio continuo de baixa intensidade é suficiente
para diminuir a inflamacdo pulmonar durante a lesdo pulmonar aguda. No
mesmo sentido, Chen; Chen; Jen (2010) foram os Unicos a realizarem um estudo
com exercicio continuo de intensidade moderada. Foi verificado 60 minutos de
corrida em esteira a 60% do VO2zmax realizado em cinco dias da semana, por oito
semanas melhorou o perfil inflamatério e as respostas imunes induzidas pelo
LPS.

Kato et al. (2006) foi o unico estudo a verificar o efeito agudo de uma
sessdao de exercicio fisico sobre citocinas pro-inflamatorias apds a administracéo
de LPS. Os autores concluiram que uma hora de exercicio de baixa intensidade

realizado em esteira inibiu a producdo do TNF-a induzido por lipopolissacarideo
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administrado imediatamente apds a sessdo, mas nao influenciou nos niveis de
IL-6.

Em relacdo aos estudos sobre atividade fisica, todos foram feitos com
movimento voluntario com rodinha livre, sendo que cinco deles tiveram um
resultado positivo da atividade fisica sobre o LPS (HUEY & MEADOR, 2008;
ISHIZASHI et al., 1995; LITTLEFIELD et al.,, 2015; PEPPLER et al., 2016;
PEPPLER et al., 2017), dois deles nédo encontraram associacao (MARTIN et al.,
2013; MARTIN et al., 2014) e um encontrou um efeito negativo (ROWSEY et al.,
2006).

Daqueles que estudaram desfechos cerebrais, Littlefield et al. (2015)
realizaram um treinamento nos animais que durou nove semanas e injetaram
250 pg de LPS por quilo de peso 37 dias ap0s o inicio da interveng¢do. Chegaram
ao resultado que o LPS reduziu o nimero de novos neurdnios em animais velhos
e sedentéarios, porém a atividade fisica preveniu esse decréscimo. Além disso,
os camundongos velhos exercitados aumentaram a propor¢cao de micréglia co-
rotulada com BDNF, indicando a promoc¢édo de um fendtipo neuroprotetivo na
microglia. Por fim, concluiram que a atividade fisica pode proteger contra
reducbes na neurogénese hipocampal induzidas por inflamag¢do no cérebro

envelhecido.

Em contrapartida, os outros dois estudos que investigaram algum
desfecho cerebral (MARTIN et al., 2013; MARTIN et al., 2014) ndo encontraram
associacdo com a pratica de atividade fisica. Eles chegaram a concluséo que 24
horas ap6s a administracdo de LPS houve um aumento no cérebro de TNF-q,
IL-18 e mRNA da IL-10, IL-6 e da indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), os quais
nao foram influenciados pela atividade fisica. Uma possivel explicacdo para essa
diferenca entre os estudos € que a atividade fisica possa ter pouca influéncia
sobre um cérebro mais saudavel, com mais massa encefalica (cérebro jovem),
porém como o estudo de Littlefield et al. (2015) pesquisou com animais velhos,
conseguiu encontrar resultados positivos para essas variaveis, enquanto que
Martin et al. (2014) teve um grupo de camundongos jovens e n&o encontrou 0s
mesmos resultados. Ademais, nos grupos de animais velhos dos trabalhos de

Martin et al. (2013) e Martin et al. (2014), os desfechos cerebrais pesquisados



86

foram citocinas inflamatorias, ja no trabalho de Littlefield et al. (2015) foram o
namero de células neuronais e ndo-neuronais (micréglia), indicando que talvez
a atividade fisica nao influencie na atividade inflamatdria cerebral mediada por
citocinas, mas beneficie a arquitetura cerebral através de prevencbes da

neurodegeneracao.

Outro desfecho pesquisado foi o figado, onde o estudo de Martin et al.
(2014) ndo encontrou associagao entre o exercicio fisico e niveis mais baixos de
citocinas inflamatorias (IL-1B e IL-6) no figado. Em contrapartida, Peppler et al.
(2016) encontraram que a atividade fisica diminuiu a sinalizag&o de IL-6 induzida
por LPS e a expressdo do mRNA de outros marcadores inflamatorios (TNF-a,
quimiocina CCL2, 6xido nitrico sintetase induzivel, IL-10 e IL-1B) no figado. A
explicacdo dessa diferenca, ditada por Peppler et al. (2016), se deu no fato do
estudo de Martin et al. (2014) ter utilizado uma dose pequena de LPS (i.e.: 0,33
mg/kg) e ter medido os niveis de citocinas ap6s um periodo de tempo longo (i.e.:
24h), onde elas ja deveriam estar naturalmente mais baixas. Para conseguir
observar essa relacdo positiva, Peppler et al. (2016) administrou 2 mg de LPS/kg
e analisou o figado seis ou 12 horas apds o LPS, indicando que para
observarmos os efeitos positivos da atividade fisica no figado apés injecdo de
LPS é necessario que uma quantidade maior dessa endotoxina seja

administrada e que periodos menores do que 24 horas sejam utilizados.

Houveram dois estudos que ainda verificaram a influéncia da atividade
sobre parametros da inflamacdo sisttmica de animais submetidos ao LPS.
Peppler et al. (2016) conduziu um estudo que obijetivou verificar o efeito crénico
da atividade fisica e encontrou que a intervencdo nao influenciou parametros
inflamatorios sistémicos (niveis de IL-6 e a expressdo do mRNA do TNF-q,
quimiocina CCL2, 6xido nitrico sintetase induzivel, IL-10 e IL-1(). J& Ishizashi et
al. (1995) conduziu um estudo objetivando verificar o efeito agudo da pratica de
120 minutos de atividade fisica realizada de forma voluntaria na roda livre para
roedores e verificou que as concentracdes séricas de IL-1 e IL-6 no grupo AF
estavam menores que o grupo sedentario 2h depois do LPS, indicando que o
efeito agudo sistémico da atividade fisica € anti-inflamatorio, mas, pela falta de
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intensidade e volume, esse efeitos sistémicos ndo se tornem crbnicos, como

mostrado na falta de associag¢ao do estudo de Peppler et al. (2016).

No que se refere ao restante dos estudos, Huey & Meador (2008)
concluiram que duas semanas de atividade fisica foram suficientes e podem
aumentar as proteinas de choque térmico no musculo esquelético, que ajudardo
na protecdo deste tecido, e 0s niveis plasmaticos e musculares de IL-6,
lembrando que a IL-6 na musculatura esquelética tem carater anti-inflamatoério
(BRANDT & PEDERSEN, 2010).

Peppler etal. (2017), chegaram ao resultado que 10 semanas de atividade
fisica em roda livre pode atenuar a resposta inflamatéria induzida por LPS no
tecido adiposo e isso ocorre em maior extensdo no tecido adiposo subcutaneo

inguinal comparado com o tecido adiposo epididimal.

O Unico estudo que relatou resultados negativos foi aquele de Rowsey et
al. (2006), o qual verificou a influéncia de oito semanas e trés dias de atividade
fisica voluntaria na temperatura corporal de Ratos Sprague Dawley submetidos
ao LPS. Os autores concluiram que, enquanto que os sedentarios tiveram uma
diferenca de temperatura de +0,6°C, os treinados tiveram de +1,2°C. Os autores
apontam como uma explicacdo possivel que a atividade fisica modificara varios
componentes do sistema imune, principalmente as proteinas de fase aguda, que
produzirdo varias citocinas inflamatoérias (como a IL-6) e isso aumentaria a
temperatura corporal. O quadro 1 sumariza as caracteristicas de todos os 12
estudos sobre a influéncia do treinamento fisico prévio a administracéo do LPS

encontrados na literatura cientifica.

Por fim, constata-se a pouca producdo cientifica relacionando efeitos
agudos e cronicos do exercicio/atividade fisica sobre as modificacdes
inflamatorias e imunologicas de organismos submetidos ao LPS. Aléem disso,
salienta-se a necessidade de realizar novos estudos com exercicio fisico, pois
somente quatro dos doze estudos trabalhou com esse tipo de metodologia, e
ndo foi encontrado na literatura cientifica estudo utilizando como intervencéo
outras formas de exercicio, como treinamento de forca, treinamento anaerobio

ou exercicio intermitente de alta intensidade. Finalmente, espera-se que novos
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estudos utilizem a temperatura corporal como desfecho principal, pois uma das

alteracdes caracteristicas da resposta imune € a modificagdo desta variavel e o

anico estudo que a pesquisou teve um resultado contrastando com a maioria dos

demais trabalhos.

Quadro 1. Caracteristicas dos 12 estudos sobre a influéncia do treinamento fisico prévio a administracéo do LPS

diminuicao da
resisténcia tecidual
pulmonar e
proporcao
volumétrica de fibras
elasticas

Estudo Tipo de Modelo de N/Animais/ Origem/ Principais resultados Concluséo
intervencao | treinamento idade dosagem do (+,=ou-)
(duracao) LPS/ via de
administragéo/
momento
Gongalves EF Exercicio 32/ BALB-c | Escherichia coli/ EF protegeu os O EF pode
et al. de baixa machos/ NR 200ug por pulmdes do efeito modular o
(2012) 5 semanas | intensidade animal/ inflamatério da lesdo | balancgo pré/anti-
(60 min de instilagédo pulmonar aguda inflamatério e
caminhada intratraqueal/ induzida por LPS, oxidativo/
a 50% da 48h apos ultima parcialmente pela antioxidativo nas
vel. sessdo de EF expressao de fases iniciais da
maxima), 3 citocinas anti- lesdo pulmonar
dias na inflamatoérias e aguda
semana enzimas (+)
antioxidantes
Chen; EF Exercicio 8-10/ Escherichia coli/f | EF aumentou o nivel | O EF aumentou &
Chen; Jen de C57BL/6NCrj 5mg por kg/ de mRNA da enzima | expresséo basal
(2010) 8 semanas | intensidade machos/ 7 injecao MKP-1 (anti- de MKP-1 em
moderada semanas intraperitoneal/ inflamatoria) em macréfagos,
(60 min de 48h apés dltima macréfagos acelerou a
corrida em sessdo de EF peritoneais, diminuiu regulacéo
esteira o nivel basal da positiva de MKP-
(60% MAPK p38 (pro- 1 induzida por
VO2max), inflamataria), LPS e afetou as
5 dias/ aumentou a respostas imunes
semana) imunocoloracdo em induzidas por
macroéfagos, LPS.
diminuicdo dos (+)
niveis séricos de IL-
6, TNF-a e menor
infiltracdo de
leucécitos na
cavidade peritoneal
depois do LPS
Ramos et EF Exercicio 40/ BALB/c | Escherichia coli/ | EF reduziu os niveis EF inibe
al. (2010) de baixa machos/ NR 2,4mg por kg/ de o6xido nitrico inflamagéo
6 semanas | intensidade instilagéo exalado, diminuiu o neutrofilica
(60 min de intranasal/ 24 | volume de neutrofilos pulmonar, mas
natacéo horas apés a na lavagem ndo remodela e
sem carga Ultima sessao broncoalveolar e no | néo influencia na
adicional), de EF parénquima mecanica
5 dias/ pulmonar, mas ndo pulmonar
semana modificou a prejudicada, na

les&o pulmonar
aguda induzida
por LPS

*)
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Kato et al. EF Exercicio | 22/ 8 BALB/c | Actinobacillus O EF inibiu a Sugere-se que 0
(2006) de baixa fémeas e 14 | actinomycetemc | produc¢do do TNF-a EF tenha uma
Efeito intensidade C57BL/6 omitans Y4 e induzido por acdo defensiva
agudo (1 hora de fémeas/ 5 Porphyromonas lipopolissacarideo, contra o choque
esteira a semanas gingivalis ATCC | mas nao influenciou por endotoxina.
uma 33277/ 20 ug nos niveis de IL-6 (+)
velocidade por animal/
de5 injecao
rotacbes intraperitoneal/
por minuto) imediatamente
apo6s o EF
Huey & AF AF em roda | 7-10 animais | Escherichia coli/ Os niveis AF pode
Meador livre para por grupo, 8 | 0,83 mg por kg/ plasmaticos e na aumentar as PCT
(2008) 2 semanas roedores grupos/ injecao musculatura no muasculo
camundongo | intraperitoneal/ esquelética de IL-6 esquelético
IL-6-/- ao final da dos animais IL-6+/+ (protegem os
(Jackson intervencao submetidos ao LPS tecidos) e os
labs strain foram maiores no niveis
B6.129S6- grupo da roda livre plasmaticos e
116tm1Kopf/ J) do que no grupo musculares de IL-
machos e sedentario. Essa 6
Camundongo diferenga nao foi (+)
IL-6+/+ encontrada no
(C57BL/6J)/ musculo cardiaco.
3 meses Nos animais IL-6+/+
e -/-, o treinamento
aumentou os niveis
de Hsp25, ap-
crystallin e Hsp72 no
musculo esquelético,
mas nao no muasculo
cardiaco, com
excecao dos animais
IL-6-/- referentes a
Hsp72 que tiveram
niveis maiores na
musculatura
cardiaca
Littlefield et AF AF em roda 42 (21 NR/ 250 pg por LPS reduziu o AF pode
al. (2015) livre para adultos e 21 kg/ injecao namero de novos promover um
9 semanas roedores velhos)/ intraperitoneal/ neurénios em fenétipo
C57BL/6 37 dias ap6s o animais velhos neuroprotetivo na
machos/ 4 inicio da sedentarios, AF microglia e
meses intervencdo preveniu esse proteger contra
(adultos) e decréscimo. AF reducdes na
22 meses aumentou a neurogénese
(velhos) proporcao de hipocampal
micréglia co-rotulada induzidas por
com BDNF em inflamacgé&o no
animais velhos cérebro
envelhecido
()
Martin et al. AF AF em roda 206/ Escherichia coli/ AF ndo protegeu AF néo reduziu
(2013) livre para C57BL/6 0,02 ou 0,08 ou | contra os efeitos do 0s sintomas
10 roedores machos/ 19 | 0,16 ou 0,33 mg LPS na anorexia, clinicos da
semanas meses por kg/ injecdo adipsia, perda de administracéo de

intraperitoneal/
ao final da
intervencao

peso e reducédo da
atividade locomotora.

24 horas pos LPS,

houve um aumento

todas as doses

de LPS, nem as
expressoes

génicas cerebral
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no cérebro de TNF-
a, IL-18 e mRNA da
IL-10, e um aumento
no baco e no figado
de IL-1B e IL-6, que
ndo foram
prevenidos com AF

e periférica das
citocinas pro-
inflamatérias 24
horas pos
injecéo.

)

Martin et al. AF AF em roda 80 (40 Escherichia coli/ AF néo exerceu AF nao afetou a
(2014) livre para adultos e 40 | 0,83 mg por kg efeito sobre os resposta neuro-
30 dias roedores velhos)/ (adultos) e 0,33 sintomas do LPS inflamatérias e as
(adultos) e C57BL/6 mg por kg nos (anorexia, perda de consequéncias
70 dias machos/ 4 velhos/ injecédo peso, aumento da comportamentais
(velhos) meses intraperitoneal/ | imobilidade no teste | da administracdo
(adultos) e ao final da de suspenséo pela de LPS em ratos
19 meses intervencao cauda e diminuicao jovens e velhos
(velhos) na preferéncia pela =)
sacarose). 4h
(adultos) e 24h
(velhos) po6s LPS,
obteve-se um
aumento no TNF-a,
IL-18, IL-6 e IDO no
cérebro
Peppler et AF AF em roda | 80/ C57BL/6 | Escherichia coli/ AF atenuou o Fornece novas
al. (2016) livre para machos/ 8 2 mg por kg/ aumento de massa evidéncias de
10 roedores semanas injecao gorda corporal e gue a AF protege
semanas intraperitoneal/ | epididimal, melhorou | contra a cascata
ao final da a tolerancia a glicose inflamatéria
intervencédo e ainsulina, e induzida pelo
aumentou as PCT LPS no figado e
hepaticas. Diminuiu | que esses efeitos
a sinalizacéo de IL-6 podem ser
induzida por LPS e a mediados via
expressao do mRNA HSP70/72.
de outros (+)
marcadores
inflamatérios (TNF-q,
quimiocina CCL2,
oxido nitrico
sintetase induzivel,
IL-10 e IL-1B) no
figado, mas nao de
forma sistémica. Em
paralelo, aumentou-
se o contelido da
proteina hepatica
HSP70/72, que
protege contra
desafios
inflamatérios
Peppler et AF AF em roda 40/ Escherichia coli/ | AF atenuou o ganho | AF pode atenuar
al. (2017) livre para C57BL/6J 2 mg por kg/ de massa do tecido a resposta
10 roedores machos/ 8 injecéo adiposo epididimal inflamatéria
semanas semanas intraperitoneal/ (eWAT) e do tecido | induzida por LPS
ao final da adiposo subcutédneo | no tecido adiposo
intervencdo inguinal (IWAT), e isso ocorre em

melhorou a
tolerancia a glicose,
aumentou os
marcadores de

maior extensao
no iIWAT

comparado com
0 eWAT.




91

biogénese
mitocondrial em
IWAT e eWAT e
aumentou o teor de
proteina UCP-1 em
IWAT. No iIWAT,
diminuiu a expresséao
de mRNA de TNF-a,
MCP-1 e folistatina,
junto com a
fosforilacdo de
STAT3. AF teve um
efeito principal na
reducédo da
expressdo de mRNA
de IL-1b, IL-6 e
SOCS3 no iWAT. No
eWAT, o efeito
principal foi na
reducédo da
expressao de mRNA
de IL-1b, MCP-1, IL-
6 e folistatina.

*)

da bactéria
Propionibacteriu

m acnes grupo controle elL-6
inativada (1 mg (n=10) foi de (+)
de peso 3,311,34h. As
molhado por concentracdes
animal)] séricas de IL-1 e IL-6
no grupo AF
estavam menores
gue o grupo
sedentario 2h depois
do LPS

Rowsey et AF AF em roda 64/ Ratos Escherichia coli/ Enquanto que os AF aumentou a
al. (2006) livre para Sprague 50 pg por kg/ sedentarios tiveram resposta febril e
8 semanas roedores Dawley injecao uma diferenca de levou a um
e 3 dias fémeas/ 45 intraperitoneal/ temperatura de aumento nos
dias ao final da 82 +0,6°C, os treinados efeitos
semana tiveram de +1,2°C pirogénicos do
LPS
()
Ishizashi et AF 120 19/ Escherichia coli/ | 2 dos 9 animais do AF aumentou o
al. (1995) minutos de | camundongo 0,2 mg por grupos AF tempo de
Efeito AF emroda | ICR fémeas/ | animal/ injecéo sobreviveram, sobrevivénvia e a
agudo voluntéaria 5 semanas intravenosa/ enquanto que os 10 chance de
imediatamente animais do grupo sobreviver de
apos a AF [7 sedentério animais
dias antes, morreram. A média submetidos ao
administrou-se de tempo de LPS e isso pode
uma injecéo sobrevivéncia entre o | ter acontecido,
intraperitoneal | grupo AF (n=7) foi de parcialmente,

10,75+4,51h,
enguanto que no

devido a menor
producgéo de IL-1

N: numero de animais; NR: ndo reportado; EF: exercicio fisico; AF: atividade fisica; LPS: lipopolissacarideo; min: minutos;
VO2max: Consumo Maximo de Oxigénio; +: resultados positivos em favor do EF/AF; =: resultados em que o EF/AF nao
influenciou o LPS; —: Resultados negativos do EF/AF sobre o LPS; IL-6-/-: camundongos knockout para produc¢éo de IL-6; IL-

6+/+: camundongos com producao normal de IL-6; PCT: proteinas de choque térmico
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3. Materiais e métodos
3.1. Delineamento

Trata-se de estudo experimental de modelo pré-clinico.
3.2. Animais

Para a realizacéo deste estudo serao utilizados 30 camundongos fémeas
(110 dias de idade) da espécie C57BL/6, que serdo divididos de forma aleatéria
entre os grupos de experimentacao (10 animais por grupo). Com esse numero
amostral teremos um poder estatistico (B) de 80% adotando um erro de tipo 1
(a) de 5% para os parametros de estresse oxidativo (pois seriam necessarios 2
animais por grupo) e um 3 de 90% adotando um a de 1% para as citocinas
inflamatorias (pois seriam necessarios trés animais por grupo). O célculo de
tamanho de amostra foi realizado baseado no estudo de Afzalpour et al. (2015).
Os animais serao fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Pelotas e
mantidos em condi¢cbes experimentais controladas com agua e comida “ad
libitum”, distribuidos em gaiolas contendo de trés a quatro animais cada e com o

ciclo claro/escuro de 12h, onde a intervencéo sera realizada no inicio da manha.
3.3 Contensao e transporte dos animais

Para a contencéo e transporte dos animais, a manobra inicial consistira
em sua retirada da gaiola (suspendendo o animal pela base da cauda) para que,
em seguida, rapidamente possa-se apoia-lo em uma superficie na qual ele possa
se agarrar (i.e.: a tampa da gaiola). ApGs esses procedimentos, 0 pesquisador
pressionard o camundongo levemente sobre a tampa da gaiola, segurando,
primeiramente a pele da regido dorso-cervical, entre os dedos indicador e
polegar. Em seguida, sua cauda sera fixada entre os outros dedos e a palma da

mao, para a limitacao total de seus movimentos.
3.4 Randomizacéo e protocolo de treinamento

Os animais serdo divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:
controle (GC) (n=10), exercicio intermitente de alta intensidade (GHIIT) (n=10) e

exercicio continuo de intensidade moderada (GCON) (n=10).
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A intensidade dos exercicios dos grupos GHIIT e GCON sera baseada no
estudo de Schefer & Talan (1996) em que camundongos C57BL/6 chegaram a
exaustdo a velocidade de 25 m/min, sendo essa a velocidade correspondente ao

consumo maximo de oxigénio (VWOzmax).

Devido ao fato que essa linhagem é considerada isogénica (Seong et al.,
2004), sua compatibilidade genética é muito proxima de 100%, o que significa
que é plausivel utilizar os resultados do estudo de Schefer & Talan (1996) para

predizer a vVO2zmax de outros camundongos C57BL/6.

Com isso, os animais do grupo GHIIT se exercitardo baseados em uma
adaptacdo do protocolo descrito em Afzalpour et al. (2015), em esteira propria
para roedores da marca Bonther® composta por dez baias para camundongos
com uma faixa de velocidade e inclinacao variando de 10 a 100 cm/s e -10 a 10
graus, e iniciardo seus treinamentos da seguinte forma: nos dias impares,
realizardo quatro esforcos de 30 segundos de duracdo a uma intensidade
correspondente a 100% da vVO2zmax (i.e.: 25 m/min), separados por intervalos de
60 segundos. Alternadamente, nos dias pares, 0s animais se exercitardo
realizando trés esforgos de trés minutos a uma intensidade correspondente a
90% da vVO2max (i.e.: 22 m/min), separados por intervalos de 60 segundos.
Todos intervalos serdo realizados de forma ativa a 68% da vVO2max (i.e.: 17

m/min) em ambas intensidades (Tabela 1).

Os camundongos do grupo GCON também se exercitardo baseados em
uma adaptacdo do protocolo descrito em Afzalpour et al. (2015), em esteira
prépria para roedores. O treinamento comecara a uma intensidade de 80% da
VVO2max (i.e.: 20 m/min) com duracao de 20 minutos ininterruptos. O principio da
sobrecarga sera exercido pelo aumento na duracdo e do numero de esforcos
nos grupos GCON e GHIIT, respectivamente, como descrito na tabela 1. Além
disso, caso seja necessario, a parte de tras da esteira dara pequenos choques

de 1,5 mA para proporcionar motivacao para o exercicio fisico.

Anteriormente ao inicio do treinamento, 0s grupos supracitados serao
familiarizados com a corrida numa esteira motorizada propria para roedores com
uma sessdo de caminhada continua com duracdo de 30 minutos, sendo 0s

primeiros 15 minutos a uma velocidade de 10 m/min e o restante a uma
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velocidade de 16 m/min. O treinamento ocorrera durante cinco dias na semana

(de segunda a sexta-feira), por seis semanas consecutivas. Caso algum animal

se recuse a correr, permanecendo cinco segundos no final da esteira, 0 mesmo

sera retirado do aparelho e excluido do estudo.

Tabela 1. Protocolos de treinamento dos grupos treinamento continuo de intensidade moderada e treinamento

intervalado de alta intensidade.

Semana Dia GCON : . GHIIT’ ~
(tempo, intensidade) (esforcos, intensidade, duracéo do esforco)
Dia impar Dia par
Semana 1 1 20 min, 80% 4 esforgos, 100%, 30 s
2 22 min, 80% 3 esforgos, 90%, 3 min
3 24 min, 80% 6 esforcos, 100%, 30 s
4 26 min, 80% 3 esforcos, 90%, 3 min
5 28 min, 80% 8 esforcos, 100%, 30 s
Semana 2 1 30 min, 80% 4 esforcos, 90%, 3 min
2 32 min, 80% 10 esforgos, 100%, 30 s
3 34 min, 80% 4 esforcos, 90%, 3 min
4 36 min, 80% 12 esforgos, 100%, 30 s
5 38 min, 80% 5 esforcos, 90%, 3 min
Semana 3 1 40 min, 80% 14 esforgos, 100%, 30 s
2 42 min, 80% 5 esforcos, 90%, 3 min
3 44 min, 80% 16 esforgos, 100%, 30 s
4 46 min, 80% 6 esforcos, 90%, 3 min
5 48 min, 80% 18 esforgos, 100%, 30 s
Semana 4 1 50 min, 80% 6 esforcos, 90%, 3 min
2 52 min, 80% 20 esforgos, 100%, 30 s
3 54 min, 80% 7 esforcos, 90%, 3 min
4 56 min, 80% 21 esforgos, 100%, 30 s
5 58 min, 80% 7 esforcos, 90%, 3 min
Semana 5-6 1-10 60 min, 80% 21 esforgos, 100%, 30 s 7 esforcos, 90%, 3 min

*Entre cada esfor¢o haverd um descanso ativo a 68% vWVO2max com 60 s de duracéo. Intensidade: percentual da
vVO2max; GCON: treinamento continuo de intensidade moderada; GHIIT: treinamento intervalado de alta intensidade;
min: minutos; s: segundos.

O grupo GC sera exposto ao mesmo local em que ocorrera o treinamento

(i.e., esteiras proprias para roedores), porém sem realizar exercicio fisico.
3.5 Modelo animal de inflamagéao

Setenta e duas horas apos a Ultima sesséo de treinamento fisico, para
evitar a influéncia de possiveis efeitos agudos do exercicio, sera administrada
uma injecao intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS) proveniente da bactéria
Escherichia coli (055:B5) obtida pela Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
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EUA). O LPS sera dissolvido em soro fisiolégico e seréa utilizada uma dosagem
de 250 pg/kg como descrito anteriormente por Sparkman et al. (2005a, 2005b) e
Kranjac et al. (2013).

3.6 Eutanasia

A eutandsia dos animais ocorrera 24 horas apdés a inducéo de LPS, através
de anestesia profunda do animal e perfuséo transcardiaca, onde serdo coletados o
sangue total (utilizado para a separacédo do soro, o qual sera utilizado para analise
dos parametros inflamatérios) e o cérebro (para analise dos par@metros de estresse
oxidativo).

A figura 16 ilustra toda logistica do experimento, desde a familiarizacdo dos

grupos GCON e GHIIT, até a eutanasia.

GCON e GHIIT

(5 dias por semana)

Familiarizacdo
\ dos grupos

Protocolo de treinamento fisico Eutandsia -\

-3

42 |induczo| 45 46

do LPS _/

O

Figura 16. Diagrama que descreve a logistica da intervencao.

3.7 Avaliacéo da temperatura corporal

A temperatura corporal dos animais sera checada no momento prévio e em
trés momentos pos administracdo do LPS (uma, seis e 12 horas apés) atravées de
um termometro infravermelho modelo FR1DZ1 da marca G-Tech.

3.8 Avaliagdo de parametros de estresse oxidativo

ApOs a eutanasia, o cérebro sera retirado, sendo o cortex e o hipocampo
separados para analise posterior. Uma parte das estruturas cerebrais seréo
homogeneizados em tampéo fosfato de s6dio 20 mM e 140 mM KCI pH 7,4. Os
homogenatos serdo centrifugados e o sobrenadante sera utilizado para a

determinacao dos seguintes parametros:

Dias
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3.8.1 Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Sera realizada pelo método de Esterbauer & Cheeseman (1990). Os

resultados seréo expressos em nmol de TBARS/mg de proteina.
3.8.2 Medida do conteudo tiolico total

Seré realizada pelo método de Aksenov & Markesbery (2001). Os resultados

serdo expressos em nmol de TNB/mg de proteina.
3.8.3 Determinacdo da atividade da catalase (CAT)

Seré determinada de acordo com o método descrito por Aebi (1984). Os
resultados serdo expressos em unidades de atividade de CAT (sendo uma unidade
definida como a quantidade de enzima que decompde 1 pmol de H202 /min/mg de

proteina). A atividade expressa em U/mg de proteina.
3.8.4 Determinacdo da atividade da superéxido dismutase (SOD)

O método utilizado sera conforme Oberley & Spitz (1985). Uma unidade de
atividade de SOD é definida como a quantidade necessaria para reduzir a

velocidade da reacdo em 50%. A atividade expressa em U/mg de proteina.
3.8.5 Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A formacéo de ROS sera determinada de acordo com Ali et al. (1992), com
algumas modificacdes. Nesse ensaio, a oxidacdo do diacetato de 2,7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) para diclorofluoresceina fluorescente (DCF) sera
mensurada pela detecgdo de ROS intracelular. A intensidade da fluorescéncia
emitida pelo DCF sera registrada a uma excitacao de 525 e 488 nm 60 mintuos
apos a adicdo de DCFH-DA ao meio. Os niveis de ROS seréo expressos em umol/g

de tecido.
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3.9 Determinagéo das citocinas inflamatorias

A quantificacdo das citocinas inflamatorias (IL-6 e TNF-a) no soro sera
avaliada por Elisa, utilizando seus kits comerciais (eBIOSCIENCE, San Diego,

USA), seguindo instrucdes do fabricante.

3.10 Tabela de operacionalizac&o das variaveis

Variaveis Definigao Escala Operacionalizagao
Desfechos primdrios
Temperatura corporal Numeérica °C
continua
Substancias reativas ao Numérica nmol TBARS/mg de
acido tiobarbiturico continua proteina
(TBARS)
Conteudo tidlico total Numeérica nmol TNB/mg de
continua proteina
Atividade da catalase Numérica U/mg de proteina
continua
Atividade da superéxido Numérica U/mg de proteina
dismutase continua
Determinacdo do nivel de.  Numérica umol/g de tecido
espécies reativas de continua
oxigénio (ROS)
Interleucina-6 Numeérica pg/mL
continua
Fator de necrose tumoral Numérica pg/mL
alfa continua
Exposigdo
Tipo de treinamento Categorica Escaladel1a3 1= sedentario
fisico nominal 2= exercicio continuo de
intensidade moderada
3= exercicio
intermitente de alta
intensidade

3.11. Processamento e analise de dados

Os escores serdo digitados no programa Excel® versdo 2013 e, apds a
checagem para a ocorréncia de erros, serdo transferidos para o software
estatistico STATA 12.0. Inicialmente sera utilizado o teste de Shapiro-wilk para
verificar a distribuicdo das variaveis, e o teste de Bartlet para verificar a

homogeneidade das variancias.
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Para as andlises entre os desfechos que apresentarem distribuicéo
paramétrica entre os grupos, sera utilizada a ANOVA de uma entrada, seguindo
do post-hoc de Bonferroni. Para seus pares ndo-paramétricos, utilizar-se-a o
comando Ladder para verificar as possiveis normaliza¢des. Caso haja alguma
possibilidade de normalizacao (e.g.: transformacéo logaritmica) a mesma sera
realizada e a andlise seguira o proposto para dados paramétricos. Caso a
normalizacdo ndo seja possivel, sera utilizado o teste de Kruskal-Wallis com o
post-hoc de Dunn. A temperatura corporal sera analisada de modo intra-grupo
por uma ANOVA de medidas repetidas, seguindo o post-hoc Tukey HSD e
utilizando o valor p da correcdo de Greenhouse-Geisser (caso a variavel seja
paramétrica ou normalizada), ou pelo teste de Friedman, no caso de um
comportamento ndo paramétrico. Os resultados serdo considerados

significativos para p < 0,05.
3.12. Selecdo e treinamento dos auxiliares de pesquisa

Atuardo como auxiliares de pesquisa, os alunos integrantes do Grupo de
Estudos do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia do Exercicio da Escola
Superior de Educacao Fisica da UFPel.

Os auxiliares de pesquisa passarao por um treinamento de sete dias em
gue serao orientados sobre o manuseio dos animais, métodos de utilizacdo da
aparelhagem de laboratério e demais procedimentos que serdo realizados no

estudo.
3.13. Local de realizacéao

Toda a intervencdo sera realizada no biotério central da Universidade
Federal de Pelotas e as analises no Laboratério de Biomarcadores da mesma

universidade
3.14. Financiamento

N&o havera financiamento para este estudo, sendo que os pesquisadores

assumirdao todos os custos
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3.15. Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade

Federal de Pelotas, e aprovado sob o nimero 9086-2016.

4. Divulgacéao dos resultados

Os resultados serao divulgados através da tese de doutorado exigida pelo
programa, publicacdo no formato de artigo cientifico em revistas da area da
saude, apresentacdo de comunicacdes em eventos académicos da area de

atividade fisica e saude, além de informativo veiculado na imprensa local.

5. Cronograma

2015 2016 2017 2018

Elaboragdo do
projeto

Revisdo de
Literatura

Qualificagdo do
projeto

Obtengdo dos
animais
Selegdo e
treinamento da
equipe de trabalho

Intervengao

Coleta de dados
pOs- intervengao

Codificagdo,
revisao e digita¢ao
dos dados

Analise dos dados

Redagdo de Artigos

Defesa da Tese




6. Orcamento
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VARIAVEL PRODUTO PRECO

TNF-ALPHA LEGEND MAX™ Mouse TNF-a ELISA Kit with Pre-coated | $ 295,00
Plates

IL-6 Mouse IL-6 ELISA Kit for serum, plasma and cell culture R$ 2.189,00
supernatant (Sigma): RAB0308

TBARS TBARS Parameter Assay Kit, 2 Plate $ 319,00

SOD Mouse/Rat SOD1/Cu-Zn SOD Antibody $ 99,00

CAT Human/Mouse/Rat Catalase Antibody $ 99,00

Conteudo tiélico | Human/Mouse/Rat thiol content Antibody $ 99,00

total

Esteira para Esteira prépria para roedores Bonther® composta por dez | R$ 10.000,00

roedores com 10 | baias para camundongos com uma faixa de velocidade e

baias inclinacdo variando de 10 a 100 cm/s e -10 a 10 graus

TOTAL (R$) R$ 14.259,16
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8. Anexos

8.1. Anexo 1: Carta de aprovacao do comité de ética em pesquisa animal.

UFPel

Comissao de ftca em Bxoermentagao Anime

Pelotas, 15 de dezembro de 2016

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos preventivos de diferentes tipos
do exercicio fisico sobre surtos escleréticos induzidos por encefalomielite alérgica
experimental em camundongos” registrada com o n° 23110.009086/2016-60, sob a
responsabilidade de Airton José Rombaldi - que envolve a produgdo, manuteng¢do ou
utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugio

pela Comisséo de Etica em Experimentagio Animal, em reunido de 12/12/2016.

Finalidade ( X)) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autoriza¢do 16/12/2016 a 01/06/2019
Espécie/linhagem/raga Mus muscullus/CSTBL/6

N° de animais 138

Idade 8 semanas

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA 9086-2016).

oo

\

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: / 12016
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2. Relatorio do trabalho de campo

(Tese de Matheus Pintanel Silva de Freitas)



137

Relatdrio do trabalho de campo:

Destinei esse espaco para dissertar detalhadamente sobre alguns pontos

gue chamaram atencéo durante o decorrer do trabalho de campo.

Primeiramente, nossa equipe foi muito bem recebida no biotério central,
sendo que passamos por um treinamento ministrado pelos auxiliares de

bioterismo para utilizar corretamente o laboratorio.

Um ponto que aconteceu logo no inicio da intervencdo e merece
destaque, refere-se ao fato de que foi decidido realizar o treinamento durante o
periodo de maior inatividade dos animais (durante o dia), pois a logistica do
biotério impedia que realizassemos a intervencao no periodo de maior atividade
dos animais (noite). Com isso, decidimos realizar o treinamento no periodo da
manha, comecando as 08:30h. Porém, no primeiro dia, notamos que 0s animais
resistiam muito ao inicio do treinamento, precisando de muitos estimulos para
correr, de modo que ficou quase impossivel seguir o estudo. O mesmo se repetiu
no segundo dia de treinamento. Com isso, chegamos a hipétese que estdvamos
colocando os animais para treinar no final do seu periodo ativo (quando eles
estavam mais cansados e com sono). Para tentar solucionar esse problema e
dar seguimento ao estudo, resolvemos a partir do terceiro dia de treinamento,
realizar a intervencdo sempre na parte da tarde (as 14:00h), pois daria tempo
dos animais repousarem e estarem mais descansados para realizar o
treinamento. Como o esperado, 0s animais se exercitaram melhor, sendo que o

horario das 14:00h se manteve até o final do estudo.

No mesmo sentido, logo na primeira sessdo de treinamento fisico, por
medo de machucar os animais, deixamos o choque elétrico a 0,5 mA, porém isso
fazia com que os animais ficassem e cima da grade elétrica sem que realizassem
a corrida, entdo, a partir da segunda sessao, aumentamos para 1,5 (como

planejado) e isso fez com que 0s animais corressem mais.

Porém, mesmo assim, tinhamos planejado ir apenas trés pesquisadores
por dia de intervencéo, imaginando que 0s animais iam correr tranquilamente.
Todavia, mesmo com o choque de 1,5 mA, os animais necessitavam de muitos

estimulos por parte dos pesquisadores (assopros, toques e tapinhas de leve na
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cauda) para correr. Entdo, notamos que seriam necessarios pelo menos cinco
pesquisadores a cada dia de treinamento, para que cada um ficasse
acompanhando no méximo dois animais. Assim, a partir do terceiro dia de

treinamento, objetivAvamos ter, ao menos, cinco pesquisadores.

Contudo, muitas vezes nado tinhamos auxiliares de pesquisa suficientes
para que tivéssemos pelo menos quatro pessoas (que ja hdo era um numero
ideal). Foi neste momento que ocorreu uma grata surpresa: os auxiliares de
bioterismo, que n&do tem obrigagdo nenhuma com 0s projetos que estdo sendo
realizados no biotério, se disponibilizaram gentilmente para nos ajudar, fincando
do inicio até o final do periodo de treinamento nos ajudando a monitorar e
estimular os camundongos a correr. A equipe de auxiliares de bioterismo foi
fantastica e sem eles o trabalho n&o teria tido a qualidade que conseguimos

alcancar.

Além disso, também no inicio do estudo, na segunda sessao de
treinamento, quando estavamos ainda tentando achar a melhor forma de
conduzir os treinamentos (como explicado acima), um dos animais do grupo
continuo notou que a baia tinha uma tampa que poderia ser aberta, e que ele
poderia sair saltando. A partir desse momento, o animal comegou a pular e dar
varias cabecadas na tampa para tentar abri-la. Passaram-se alguns minutos e o
animal ndo parou de ter esse comportamento e outros ja queriam comecar a
imita-lo. Isso nos obrigou a exclui-lo do estudo, pois as batidas com a cabeca
poderiam gerar traumas e influenciar nos parametros cerebrais que eram parte
dos desfechos, bem como, o animal ja estava influenciando outros a fazerem o

mesmo gesto, 0 que prejudicaria o estudo inteiro.

No mesmo sentido, na sesséo correspondente ao 11° dia de treinamento,
um camundongo do grupo HIIT encostou na grade de choque e se urinou, iSso
fez com que, mesmo com o choque estando a 1,5 mA, que é amplamente
utilizado na literatura, o animal morresse eletrocutado. A partir desse momento,
0s pesquisadores impediam que qualquer animal levemente Umido encostasse

na grade de choque, ficando, o animal, apenas com estimulos fisicos para correr.

Outro ponto de destaque se refere a técnica desenvolvida para medir a

temperatura dos animais. Inicialmente, para padronizar a medida de temperatura
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corporal e verificar se, efetivamente, nosso termdémetro infravermelho estava
medindo a temperatura correta, utilizou-se outros camundongos fémeas que n&o
participavam do estudo, verificando a concordancia dos resultados das medidas
retais realizadas com um termdmetro convencional, contra os resultados das
medidas realizadas pelo termémetro infravermelho apontando para a regiao

anogenital dos mesmos animais.

Felizmente as medidas concordavam entre si. O problema, entdo, era
conseguir ficar alguns poucos segundos com o laser do termbémetro
infravermelho apontado para a regido anogenital dos animais sem que eles se
movimentassem. Comec¢amos tentando tapar a cabeca e metade do corpo do
animal com um pano limpo e imobiliza-lo contra a superficie plana. Todavia, o
animal ficava estressado, fazia forca e tentava nos morder, aumentando seu
nivel de estresse. Como utilizamos o termémetro infravermelho para que os

animais nao ficassem estressados, essa técnica de medida nao iria servir.

Foi entdo que, levando em conta que sempre gque tentavamos retirar 0s
animais da gaiola, eles fugiam cavando na maravalha, resolvemos apenas
suspender parcialmente o animal pela cauda, de dentro da gaiola, de modo que
eles ainda ficassem com as patas dianteiras e a cabeca em contato com a
maravalha. Isso fez com que eles tentassem cavar para se esconder, deixando-
0s ocupados para que ndo tentassem nos morder e garantindo que a regido
anogenital ficasse parada pelos poucos segundos necessarios para medir a

temperatura corporal.

No entanto, quando fomos medir a temperatura corporal dos animais que
pertenciam ao estudo, por um descuido dos auxiliares de pesquisa, trés animais
do grupo HIIT chegaram ao laboratorio para serem eutanasiados e foram mortos

sem terem realizado a ultima medida da temperatura corporal.

Além disso, quando fomos analisar os aparametros inflamatérios, um
animal em cada grupo exercicio ndo gerou soro suficiente para analise e foram
caracterizados como perda, totalizando oito animais em cada grupo (continuo e
HIIT). No mesmo sentido, devido ao fato do pequeno volume de tecido cerebral
disponivel em camundongos C57BL/6, uma subamostra de cinco animais por

grupofoi utilizada para as analises dos parametros de estresse oxidativo.
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Por fim, como o estudo estava orcado com uma quantidade expressiva de
dinheiro e n&o tivemos nenhum tipo de financiamento, precisamos fazer
parcerias para diminuir os custos. Com isso, conseguimos os kits das citocinas
inflamatorias com um professor da Universidade Catodlica de Pelotas, e os kits
para medir os parametros oxidativos e o LPS com as professoras do curso de
Bioquimica da Universidade Federal de Pelotas. Porém, os pesquisadores ainda
precisaram gastar uma quantia expressiva com a esteira motorizada para
roedores (o valor foi dividido entre quatro pesquisadores —dois doutorandos, um
mestrando e o orientador) e com o termémetro infravermelho, sendo dividido

entre os dois doutorados.
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3. Artigo original

(Tese de Matheus Pintanel Silva de Freitas)

O artigo sera traduzido para o inglés, submetido ao periddico Acta Physiologica e ja
se encontra formatado nas normas do mesmo, as quais podem ser encontradas no
Anexo 1.
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Resumo

Objetivo: Comparar os efeitos cronicos protetores de diferentes modelos de
exercicio fisico sobre a temperatura corporal, niveis séricos de citocinas
inflamatdrias e parametros cerebrais de estresse oxidativo em camundongos
fémeas C57BL/6 submetidos a inducdo de inflamacgédo sistémica por

lipopolissacarideo (LPS).

Métodos: Os animais foram divididos em grupo controle (sedentario) (n=10),
exercicio intermitente de alta intensidade (HIIT) (n=10) e exercicio continuo de
intensidade moderada (continuo) (n=10). O treinamento durou 6 semanas e,
setenta e duas horas apdés a ultima sesséo, foi injetado nos animais uma dose

de 250 pg/kg de LPS proveniente da bactéria Escherichia coli.

Resultados: O grupo sedentario teve uma queda na temperatura corporal na
primeira hora pos LPS, permanecendo baixo nas 12 horas seguintes
[F(3,27)=11,15, p=<0,001], o que ndo aconteceu nOS Qrupos exercicios.
Ademais, o grupo HIIT teve valores superiores do conteudo tidlico total no
hipocampo do que o grupo continuo [F(2,12)=4,52, p=0,03]. Porém, os modelos
de exercicio ndo exerceram efeitos protetores nos demais parametros oxidantes
e antioxidantes analisados no coértex cerebral e hipocampo, bem como sobre os

niveis séricos de IL-6 e TNF-a.

Conclusao: Este foi o primeiro estudo comprovando que seis semanas de
treinamento continuo de intensidade moderada e HIIT foram igualmente
suficientes para prevenir a queda de temperatura advinda da administracédo de
LPS em camundongos C57BL/6, significando que ambos séo eficientes como

forma de combater um dos sintomas mais caracteristicos do LPS e, por



144

consequéncia, de infec¢cdes por bactérias gram-negativas. Adicionalmente, o

HIIT foi suficiente para aumentar o conteudo tidlico total hipocampal.

Palavras-chave: Exercicio aerébio; Treinamento intervalado de alta intensidade;

Sistema imune; Inflamacéo; Lipoglicanos; Estresse oxidativo
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1. Introducéao

O lipopolissacarideo (LPS) € uma endotoxina presente em bactérias gram-
negativas!, considerado um fator determinante para o desenvolvimento de
diversas condicdes patoldgicas, tais como sepse?, lesdo pulmonar aguda?,
insuficiéncia hepatica* e neurodegeneracéo®. Devido a isso, essa toxina tem sido
utilizada para avaliar diferentes modalidades terapéuticas contra essas
morbidades, principalmente em modelos animais. Os efeitos deletérios ao
organismo se dao, em grande parte, devido a uma resposta pré-inflamatoria
exacerbada e generalizada®?8, advinda de uma cascata inflamatéria ativada pela
administracdo de LPS, tanto em nivel sistémico, quanto em nivel tecidual

especifico®.

Por outro lado, o exercicio e a atividade fisica, ttm se mostrado como fatores
relevantes para a prevencdo e tratamento de varias doencgas, principalmente
aquelas cronico-degenerativas!®. Grande parcela dessas doencas estédo
associadas a inflamacéo sistémica de baixo grau'''’, o que pode explicar em
parte o efeito do movimento sobre essas disfuncdes, pois sabe-se que a
atividade fisica, e principalmente o exercicio fisico (EF), determinam um conjunto

de efeitos agudos e crénicos anti-inflamatérios?*®.

Tendo isso em mente, € possivel hipotetizar que efeitos cronicos da atividade/EF
tém grande chance de influenciar a imunomodulacé&o do organismo, de modo a
protegé-lo contra os efeitos deletérios do LPS. Porém, pesquisas sobre a
influéncia do EF na imunidade em humanos baseiam seus estudos em individuos
saudaveis e com a concentracdo de marcadores imunolégicos normais ja na

linha base??.
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Nesse sentido, falta verificar a influéncia do EF sobre organismos submetidos a
agentes patogénicos’®, como é o caso do LPS. Porém, até o presente momento,
foram encontrados apenas doze estudos que administraram LPS apds um
periodo de treinamento fisico®*20-28, sendo que destes, apenas quatro interviram
com EF320.2327 e g restante com atividade fisica*52%,22.24-26.28 Além disso, 0 Uinico
modelo de exercicio pesquisado foi o continuo de intensidade leve a moderada,
nao existindo estudos com outros tipos de exercicio, como o intermitente de alta
intensidade. Finalmente, nenhum desses estudos com EF utilizou a temperatura
corporal como desfecho principal, sendo essa uma das alteracoes
caracteristicas da resposta imune e indispensavel para monitorar a progressao
da doenca?®. No caso de camundongos C57BL/6, ha uma alteracdo marcada no

sentido da hipotermia?®,

Por fim, levando em conta que o LPS é fator determinante para o
desenvolvimento de neuroinflamagdo e neurodegeneracdo® e que as enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT)
compdem o principal sistema de defesa antioxidante que pode proteger as
células cerebrais contra o dano oxidativo3?3! e sdo influenciadas pelo exercicio
fisico®?, faz-se necessario determinar o comportamento dos parametros
oxidantes e anti-oxidantes cerebrais em organismos exercitados submetidos ao
LPS. Em virtude disso, este estudo objetivou comparar os efeitos cronicos
protetores de diferentes modelos de exercicio fisico sobre a temperatura
corporal, niveis séricos de citocinas inflamatdrias e parametros cerebrais de
estresse oxidativo em camundongos fémeas C57BL/6 submetidos a inducao de

inflamacé&o sistémica por LPS.
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2. Resultados

Dos 30 animais que comecaram o estudo, dois foram excluidos por se recusarem
a correr, totalizando um n total de 28 animais para andlise final (grupo sedentario:

n=10; grupo continuo: n=9; e grupo HIIT: n=9).

No que se refere a temperatura corporal, pode-se verificar que apenas no grupo
sedentario houve uma queda estatisticamente significativa ja na primeira hora
apos a injecdo de LPS, permanecendo mais baixa pelas 12 horas posteriores
[F(3,27)=11,15, p=<0,001]. J& os grupos com os diferentes modelos de exercicio
fisico ndo tiveram mudancas em sua temperatura corporal ao longo do tempo
[grupo continuo: F(3,24)=2,27, p=0,15; grupo HIIT: F(3,21)=3,19, p=0,12] (figura

1).

A figura 2 demonstra o efeito 12 horas ap6s a injecdo de LPS sobre os
parametros inflamatérios. Verificou-se que os modelos de exercicio néo
exerceram efeito protetor em nenhum dos biomarcadores inflamatérios em todos
0s grupos, sendo F(2,23)=3,14, p=0,06 para o logaritmo da IL-6 e F(2,23)=2,49,
p=0,1 para a elevacdo cubica do TNF-a, bem como ndo houve influéncia do
modelo de exercicio fisico sobre os marcadores de estresse oxidativo (TBARS e
ROS) no cértex cerebral e no hipocampo (figura 3).

Porém, quando observados os resultados referentes aos marcadores
antioxidantes, verificou-se que o grupo de treinamento intervalado de alta
intensidade teve valores superiores da concentracdo do conteudo tidlico total no
hipocampo em relagéo ao grupo continuo [F(2,12)=4,52, p=0,03], sem diferencas
em relacdo ao grupo sedentario (p=0,4). Em contrapartida, os modelos de

exercicio fisico nao influenciaram a atividade da CAT e da SOD, tanto no cortex
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cerebral, quanto no hipocampo, bem como nos niveis do conteudo tidlico total

no cortex cerebral (figura 4).

3. Discusséao

O principal achado deste estudo foi que seis semanas de treinamento fisico,
tanto realizando exercicio continuo de intensidade moderada, quanto exercicio
intermitente de alta intensidade, foi suficiente para prevenir os efeitos deletérios
da endotoxina em camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, pois ndo houve
modificacdo na temperatura corporal dos animais exercitados desde a injecao
de 250 pg/kg de LPS até 12 horas apoés. Esse € um dos desfechos clinicos de
maior importancia, sendo utilizado para monitorar a progressdo da doenca?,
enquanto que o grupo sedentério teve diminui¢cdo da temperatura corporal, o que
€ um sinal caracteristico da progressao dos sintomas advindos da acdo do

LPS?°.

Este resultado é de suma importancia, pois foi o primeiro estudo a verificar a
eficiéncia dos modelos de exercicio fisico (treinamento intervalado de alta
intensidade e treinamento continuo de intensidade moderada), verificando que
ambos atuaram de forma semelhante e foram suficientes para prevenir
completamente o sintoma de hipotermia do LPS, o que pode representar uma
nova possibilidade para fortalecer o sistema imune e prevenir sintomas causados

por infec¢des de bactérias gram-negativas.

Em contrapartida, Rowsey et al.?® realizaram um estudo com ratas fémeas da
linhagem Sprague Dawley que, apos oito semanas de atividade fisica em roda
livre para roedores, receberam uma injecao de 50 ug de LPS por kg de peso.

Essa linhagem quando submetida ao LPS apresenta uma resposta febril. Os
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autores concluiram que o exercicio fisico aumentou os efeitos pirogénicos do
LPS. Uma possivel explicacdo sobre a diferenca de resultados entre as
pesquisas, é que no estudo de Rowsey et al.?® os ratos voltaram a se exercitar
imediatamente apds a injecdo de LPS e em nosso estudo, os camundongos
ficaram em repouso. Como ja é sabido, o exercicio fisico causa um efeito agudo
de elevacéo da temperatura corporal®®, o que, junto com os efeitos pirogénicos
do LPS, pode explicar a maior elevacao do grupo exercitado quando comparado

ao grupo sedentario.

Para tentar desvendar os mecanismos pelos quais o exercicio atua em
organismos submetidos ao LPS, o presente estudo considerou algumas
variaveis inflamatdérias e cerebrais. Em referéncia aos marcadores de inflamacao
sistémica, chegou-se a conclusao que os diferentes tipos de exercicio nao
exerceram influéncia sobre a IL-6 e TNF-q, indicando que esses biomarcadores
nao sao afetados e o efeito protetor do exercicio fisico ocorreu através de outros

mecanismos.

No entanto, o estudo de Chen, Chen e Jen?° utilizou uma dosagem de LPS muito
superior a utilizada no presente estudo, totalizando 5 mg de LPS por quilo de
peso corporal e utilizou um protocolo de exercicio similar ao realizado pelo grupo
continuo (60 min de corrida em esteira a 60% da vVO2zmax, 5 dias/ semana) e
obtiveram a diminuicéo dos niveis sericos de IL-6 e TNF-a. Porém, os niveis de
TNF-a mostraram-se inferiores apenas na primeira e segunda hora apos a
injecdo de LPS, ndo existindo diferencas entre 0s grupos na terceira hora. Esse
resultado pode indicar que o LPS estimula a producéo de TNF-a nas primeiras
duas horas, e como no presente estudo seus niveis foram medidos apds 12

horas, os valores ja poderiam estar normalizados. No que se refere a IL-6, 0
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estudo de Chen, Chen e Jen? obteve um resultado favoravel ao exercicio 24
horas ap6s a aplicacdo do LPS, porém como a dosagem foi maior,
provavelmente proporcionou uma resposta mais pronunciada a IL-6, o que
aumentou a sensibilidade para as modificacbes do exercicio serem

estatisticamente significativas.

Porém, mesmo com uma dose de 2 mg de LPS por quilo de peso, Peppler et al.*
ndo conseguiram verificar uma diferenca significativa entre os niveis séricos de
IL-6 e TNF-a. No entanto, a intervencéao foi realizada com atividade fisica em
roda livre, e ndo com exercicio fisico (como presente estudo e no estudo de
Chen, Chen e Jen?°), o que limita em parte as comparagdes mas é um idicativo
que, provavelmente, niveis maiores de LPS sejam necessarios para modular a
concentragdo sérica desses biomarcadores de tal modo que o movimento

consiga influencia-los.

Sabe-se que o cérebro € vulneravel ao estresse oxidativo, tendo em vista o
elevado consumo de oxigénio, o abundante contetdo lipidico e a relativa
escassez de niveis de antioxidantes em comparacdo com outros 6rgaos34; bem
como, que a administragao de LPS desencadeia o aumento dos marcadores de
estresse oxidativo no cérebro3-?’. Neste sentido, o LPS altera os mecanismos
antioxidantes do cérebro e a atividade redox mitocondrial, além de induzir uma
potente ativacao das vias inflamatorias de sinalizacdo em astrocitos e microglia,
principalmente através do receptor Toll-like 4 (TLR4)3%3° que promove a
liberacdo de citocinas e quimiocinas, producdo de ERO, perda neuronal do
hipocampo, comprometimento da aprendizagem, memodria e aspectos
emocionais do comportamento da doenca*®*?. Assim, as EROs e,

consequentemente, o0 estresse oxidativo, podem levar a lesdo neuronal. Como
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consequéncia, a morte dos neurbnios pode liberar moléculas que superativem

as células gliais*?, podendo diminuir a fungéo congnitiva®.

Os achados do presente estudo indicaram que o exercicio fisico foi suficiente
para influenciar apenas o conteudo tidlico total no hipocampo, sendo que seus
niveis estavam maiores no grupo HIIT quando comparado ao continuo. Tendo
em vista que o hipocampo foi identificado como uma area critica para certas
formas de aprendizagem e consolidagdo da memdria*®, esse achado torna-se
relevante, pois os tidis representam a maior parte do conjunto global de
antioxidantes em animais sendo responsaveis pelo sequestramento de radicais
livres e quelagdo de ions metdlicos danosos?*, indicando que o HIIT pode

proteger mais o hipocampo e a memaria dos efeitos deletérios do LPS.

Hipotetiza-se que o HIIT apresentou melhores resultados quando comparado ao
treinamento continuo devido a sua alta intensidade, ja que uma sessao intensa
de exercicio induz a producdo exagerada de ERO o que causa um aumento no
estresse oxidativo nos tecidos*’#¢, Porém, na medida em que o exercicio produz
espécies reativas, as defesas antioxidantes normais do organismo sao
adequadas ou aumentam na mesma propor¢cdo em virtude das adaptacdes

cronicas do treinamento32:49.50,

Importante ressaltar que esse foi o primeiro estudo que pesquisou a influéncia
de diferentes modelos exercicio fisico sobre parametros de estresse oxidativo
cerebrais em animais submetidos ao LPS. Apenas trés estudos com atividade
fisica consideraram parametros cerebrais, sendo que Littlefield et al.>,
concluiram que a atividade fisica preveniu a reducdo do namero de novos

neurdnios em animais velhos e sedentarios submetidos ao LPS. Além disso, os
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camundongos velhos exercitados aumentaram a propor¢cdo de micréglia co-
rotulada com BDNF, indicando a promog¢do de um fenotipo neuroprotetivo na
micréglia. Por fim, os autores® concluiram que a atividade fisica pode proteger
contra reducdes na neurogénese hipocampal induzidas por inflamagédo no

cérebro envelhecido.

Em contrapartida, os outros dois estudos que investigaram algum desfecho
cerebral®*?®> ndo relataram associacdo com a pratica de atividade fisica. Eles
concluiram que 24 horas apdés a administracdo de LPS houve um aumento
cerebral de TNF-q, IL-18 e mRNA da IL-10, IL-6 e da indolamina 2,3-dioxigenase

(IDO), os quais ndo foram influenciados pela atividade fisica.

Uma possivel explicacao para a diferenca entre os estudos € que o0 movimento
influencie de forma direta o hipocampo, pois quando essa estrutura foi avaliada,
o estudo de Littlefield et al.> e nossas variaveis hipocampais obtiveram os
resultados positivos descritos anteriormente. Porém, quando o cortex foi
avaliado, ndo obteve-se associacédo, como descrito nos estudos de Martin et al.?*
e Martin et al.?>, bem como em nossos desfechos corticais. Em adicéo,
recentemente, comprovou-se que a pratica regular de exercicio fisico possui
fungé@o neuroprotetora, atuando e induzindo o aumento do volume hipocampal

em adultos®?.

Como limitagdes do estudo, destaca-se que ndo houve medida direta do VO2max
ou um teste de vVO2max, Sendo que a intensidade dos modelos de exercicio foi
baseada em estudos prévios®2. Além disso, a medida do nivel sanguineo de
lactato poderia fornecer uma informacéo de maior preciséo, de modo a melhorar

a interpretacéo do impacto da intensidade de cada modelo.
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Conclui-se que seis semanas de treinamento continuo de intensidade moderada
e treinamento intermitente de alta intensidade foram igualmente suficientes para
prevenir a queda de temperatura advinda da administragdo de LPS em
camundongos C57BL/6, significando que ambos séo eficientes como forma de
combater um dos sintomas mais caracteristicos do LPS. Adicionalmente, o HIIT

foi suficiente para aumentar o conteudo tiolico total no hipocampo.

4. Metodologia

4.1 Delineamento

Trata-se de estudo experimental de modelo pré-clinico.

4.2 Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 30 camundongos fémeas
adultas (110 dias de idade) da espécie C57BL/6, divididas de forma aleatéria
entre os grupos de experimentacao (10 animais por grupo). Com esse numero
amostral obteve-se poder estatistico () de 80% adotando um erro de tipo 1 (a)
de 5% para os parametros de estresse oxidativo (pois seriam necessarios 2
animais por grupo) e um 3 de 90% adotando um a de 1% para as citocinas
inflamatoérias (pois seriam necessarios trés animais por grupo). O calculo de
tamanho de amostra foi realizado baseado no estudo de Afzalpour et al.5. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Pelotas e
mantidos em condi¢cdes experimentais controladas com agua e comida “ad
libitum”, distribuidos em gaiolas contendo quatro animais cada e com o ciclo

claro/escuro de 12 h, sendo que o treinamento foi realizado no periodo da tarde.
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4.3 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade

Federal de Pelotas, e aprovado sob o numero 9086-2016.
4.3 Randomizacéao e protocolo de treinamento

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:
controle (sedentario) (n=10), exercicio intermitente de alta intensidade (HIIT)

(n=10) e exercicio continuo de intensidade moderada (continuo) (n=10).

Anteriormente ao inicio do treinamento, 0S grupos supracitados foram
familiarizados com a corrida numa esteira motorizada propria para roedores com
uma sessdo de caminhada continua com duracdo de 30 minutos, sendo 0s
primeiros 15 minutos a uma velocidade de 10 m/min e o restante a uma
velocidade de 16 m/min. O treinamento ocorreu durante cinco dias na semana,
por seis semanas consecutivas. Caso algum animal se recusasse a correr,
permanecendo cinco segundos no final da esteira, 0 mesmo seria retirado do

equipamento e excluido do estudo.

A intensidade dos exercicios dos grupos HIIT e continuo foi baseada no estudo
de Schefer e Talan®? em que camundongos C57BL/6 chegaram a exaustdo a
velocidade de 25 m/min, sendo essa a velocidade correspondente ao consumo
maximo de oxigénio (vVVO:2max). Devido ao fato que essa linhagem é considerada

isogénica®*, sua compatibilidade genética é muito préxima de 100%, sendo
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plausivel utilizar os resultados do estudo acima®? para predizer a vWO2max de

outros camundongos C57BL/6.

Com isso, os animais do grupo HIIT se exercitaram baseados em uma adaptacéo
do protocolo descrito em Afzalpour et al.>3, em esteira prépria para roedores da
marca Bonther® composta por dez baias para camundongos com uma faixa de
velocidade e inclinacdo variando de 10 a 100 cm/s e -10 a 10 graus
respectivamente, e iniciaram seus treinamentos da seguinte forma: nos dias
impares, realizaram quatro esforcos de 30 segundos de duracdo a uma
intensidade correspondente a 100% da vVO2zmax (i.e.: 25 m/min), separados por
intervalos de 60 segundos. Alternadamente, nos dias pares, 0s animais se
exercitaram realizando trés esforcos de trés minutos a uma intensidade
correspondente a 90% da vVO2zmax (i.e.: 22 m/min), separados por intervalos de
60 segundos. Todos os intervalos foram realizados de forma ativa a 68% da

vVOzmax (i.e.: 17 m/min) em ambas intensidades (Tabela 1).

Os camundongos do grupo continuo também se exercitaram baseados em uma
adaptacéo do protocolo descrito em Afzalpour et al.%3, em esteira propria para
roedores. O treinamento iniciou a uma intensidade de 80% da vVO2max (i.e.: 20
m/min) com duracdo de 20 minutos ininterruptos. O principio da sobrecarga foi
exercido pelo aumento na duracdo e do niumero de esfor¢os nos grupos continuo
e HIIT, respectivamente, como descrito na tabela 1. Os animais foram
estimulados a correr através de estimulagcdes manuais suaves dos pesquisares
e por choques elétricos de baixa intensidade (1,5 mA), os quais ocorriam quando

0s camundongos encostavam na parte de tras da respectiva baia.
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O grupo sedentario também foi exposto a manipulacdo e ao equipamento em

gue ocorreu o treinamento, porém sem realizar o exercicio.

4.4 Modelo animal de inflamacgéo

Setenta e duas horas apo0s a ultima sessdo de treinamento fisico, foi
administrada uma injecdo intraperitoneal de LPS proveniente da bactéria
Escherichia coli (055:B5) obtida pela Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). O LPS foi dissolvido em soro fisioldgico sendo utilizada a dosagem de 250

ug/kg, como descrito anteriormente®>>7,

4.5 Eutanasia

A eutanasia dos animais ocorreu 24 horas apés a inducdo de LPS, através de
anestesia profunda e perfusdo transcardiaca, sendo coletado o sangue total
(utilizado para a separacdo do soro e posterior analise dos parametros
inflamatorios) e o cérebro (para analise dos parametros de estresse oxidativo).

A figura 5 ilustra a logistica do experimento, desde a familiarizacdo dos grupos

continuo e HIIT a esteira motorizada, até a eutanasia.

4.6 Medida da temperatura corporal

Verificou-se a temperatura corporal dos animais no momento prévio a
administracdo do LPS e em trés momentos posteriores a administracao (uma, seis
e 12 horas apos) através de um termdémetro infravermelho modelo FR1DZ1 da

marca G-Tech.
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4.7 Medida dos parametros de estresse oxidativo

Apés a retirada do cérebro, o cortex cerebral e o hipocampo foram separados para
andlise posterior. Uma parte das estruturas cerebrais foram homogeneizados em
tampédo fosfato de sodio 20 mM e 140 mM KCI pH 7,4. Centrifugou-se 0s
homogenatos e 0 sobrenadante foi utilizado para a determinacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS - através do método de Okhawa et al.%8,
sendo os resultados expressos em nmol de TBARS/mg de proteina); do conteddo
tiélico total (através do método de Aksenov & Markesbery®®, sendo os resultados
expressos em nmol de TNB/mg de proteina); da atividade da catalase (CAT -
através do método descrito por Aebi®®, sendo os resultados expressos em U/mg de
proteina); da atividade da superdxido dismutase (SOD - utilizando o método
descrito Oberley & Spitz®!, sendo os resultados expressos em U/mg de proteina);
e dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS). A formacdo de ROS foi
determinada de acordo com Ali et al.®?, com algumas modificacGes. Nesse ensaio,
a oxidacdo do diacetato de 2,7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA) para
diclorofluoresceina fluorescente (DCF) foi mensurada pela deteccdo de ROS
intracelular. A intensidade da fluorescéncia emitida pelo DCF foi registrada a uma
excitacdo de 525 e 488 nm 60 minutos apés a adicdo de DCFH-DA ao meio. Os

niveis de ROS foram expressos em umol DCF/mg de proteina.

4.8 Determinacgéo das citocinas inflamatorias

A quantificacdo das citocinas inflamatérias (IL-6 e TNF-a) no soro foi
determinada por Elisa, utilizando seus kits comerciais (eBIOSCIENCE, San

Diego, USA), seguindo instrugdes do fabricante.
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4.9. Processamento e analise de dados

Os escores foram digitados no programa Excel® versdo 2013 e, apds a
checagem para a ocorréncia de erros, foram transferidos para o software
estatistico STATA 12.0. Inicialmente utilizou-se o teste de Shapiro-wilk para
verificar a distribuicAo das variaveis, e o teste de Bartlet para verificar a

homogeneidade das variancias.

Para as analises dos desfechos que apresentaram distribuicdo paramétrica,
entre 0s grupos, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) de uma entrada,
seguindo do post-hoc de Bonferroni. Para seus pares n&o-paramétricos, o
comando Ladder foi utilizado para verificar as possiveis normalizagfes. As
variaveis foram transformadas para a op¢do mais significativa de normalizacao
e a andlise transcorreu seguindo o modelo paramétrico. A temperatura corporal
foi analisada de modo intra-grupo por uma ANOVA de medidas repetidas,
seguindo o post-hoc Tukey HSD e utilizando o valor p da correcdo de
Greenhouse-Geisser. As variaveis foram expressas em média + erro padrao (EP)
e as variaveis transformadas foram expressas com o0s valores nao

transformados. Os resultados foram considerados significativos para p < 0,05.

5. Conflito de interesses

Os autores declaram nao haver conflitos de interesses.



159

6. Referéncias

1- Wang X, Quinn PJ. Endotoxins: Structure, Function and Recognition, 15t edn.

Netherlands: Springer Netherlands; 2010.

2- Angus DC, Linde-Zwirble WT, Lidicker J, Clermont G, Carcillo J, Pinsky MR.
Epidemiology of severe sepsis in the United States: analysis of incidence,

outcome, and associated costs of care. Crit Care Med. 2001;29:1303-1310.

3- Gongalves CTR, Goncalves CGR, Almeida FM, et al. Protective effects of
aerobic exercise on acute lung injury induced by LPS in mice. Crit Care.

2012;16(5):R199.

4- Peppler WT, Anderson ZG, Sutton CD, Rector RS, Wright DC. Voluntary wheel
running attenuates lipopolysaccharide-induced liver inflammation in mice. Am J

Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2016;310:R934-R942.

5- Littlefield AM, Setti SE, Priester C, Kohman RA. Voluntary exercise attenuates
LPS-induced reductions in neurogenesis and increases microglia expression of

a proneurogenic phenotype in aged mice. J Neuroinflammation. 2015;12:138.

6- Rietschel ET, Brade H. Bacterial endotoxins. Sci Am. 1992:267:26-33.

7- Bone RC. Gram-Negative Sepsis: a Dilemma of Modern Medicine. Clin Microb

Rev. 1993:6(1):57-68.

8- Rietschel ET, Kirikae T, Shcade FU, et al. Bacterial endotoxin: molecular

relationships of structure to activity and function. FASEB J. 1994;8:217-225.

9- Angus DC, Van Der Poll T. Severe sepsis and septic shock. N Engl J Med.

2013;369:840-851.



160

10- World Health Organization. Global Recommendations on Physical Activity for

Health. Geneva: World Health Organization, 2010.

11- Libby P. Inflammation in atherosclerosis. Nature. 2002;420:868—-874.

12- Libby P, Ridker PM, Maseri A. Inflammation and atherosclerosis. Circulation.

2002;105:1135-1143.

13- Dandona P, Aljada A, Bandyopadhyay A. Inflammation: the link between

insulin resistance, obesity and diabetes. Trends Immunol. 2004;25:4-7.

14- Han TS, Sattar N, Williams K, Gonzalez-Villalpando C, Lean ME, Haffner SM.
Prospective study of C-reactive protein in relation to the development of diabetes
and metabolic syndrome in the Mexico City Diabetes Study. Diabetes Care.

2002;25:2016-2021.

15- Barzilay JI, Abraham L, Heckbert SR, et al. The relation of markers of
inflammation to the development of glucose disorders in the elderly: the

Cardiovascular Health Study. Diabetes. 2001;50:2384—-2389.

16- Duncan BB, Schmidt MI, Pankow JS, et al. Low-grade systemic inflammation
and the development of type 2 diabetes: the atherosclerosis risk in communities

study. Diabetes. 2003;52:1799-1805.

17- Festa A, D’agostino Jr R, Tracy RP, Haffner SM. Elevated levels of acute-
phase proteins and plasminogen activator inhibitor-1 predict the development of
type 2 diabetes: the insulin resistance atherosclerosis study. Diabetes.

2002;51:1131-1137.



161

18- Petersen AMW, Pedersen BK. The anti-inflammatory effect of exercise. J

Appl Physiol. 2005;98:1154-1162.

19- Freitas MP, Stefanello FM, Gonzales NG, Hafele CA, Rombaldi AJ. Physical
exercise effects on the immune system in postmenopausal women: systematic

review. Rev Bras Med Esporte. 2016;22(5):420-425.

20- Chen MF, Chen HI, Jen CJ. Exercise training upregulates macrophage MKP-
1 and affects immune responses in mice. Med Sci Sports Exerc.

2010;42(12):2173-2179.

21- Huey KA, Meador BM. Contribution of IL-6 to the Hsp72, Hsp25, and af3-
crystallin responses to inflammation and exercise training in mouse skeletal and

cardiac muscle. J Appl Physiol (1985). 2008;105(6):1830—1836.

22- Ishizashi H, Yoshimoto T, Nakanishi K, Tsujita J, Hori S. Effect of Exercise
on Endotoxin Shock with Special Reference to Changes in Concentration of

Cytokines. Japanese Journal of Physiology. 1995;45:553-560.

23- Kato T, Kaneko S, Kimizuka R, Okuda K. Periodontopathic bacterial
endotoxin-induced tumor necrosis factor alpha production was inhibited by

exercise in mice. FEMS Immunol Med Microbiol. 2006;47(2):262-266.

24- Martin SA, Pence BD, Greene RM, et al. Effects of voluntary wheel running
on LPS-induced sickness behavior in aged mice. Brain Behav Immun.

2013;29:113-123.

25- Martin SA, Dantzer R, Kelley KW, Woods JA. Voluntary wheel running does
not affect lipopolysaccharide-induced depressive-like behavior in young adult and

aged mice. Neuroimmunomodulation. 2014;21(1):52-63.



162

26- Peppler WT, Anderson ZG, MacRae LM, MacPherson REK, Wright DC.
Habitual physical activity protects against lipopolysaccharide-induced

inflammation in mouse adipose tissue. Adipocyte. 2017;6(1):1-11.

27- Ramos DS, Olivo CR, Quirino Santos Lopes FD, et al. Low-intensity
swimming training partially inhibits lipopolysaccharide-induced acute lung injury.

Med Sci Sports Exerc. 2010;42(1):113-1109.

28- Rowsey PJ, Metzger BL, Carlson J, Gordon CJ. Effects of chronic exercise
conditioning on thermal responses to lipopolysaccharide and turpentine abscess

in female rats. Arch Toxicol. 2006;80(2):81-87.

29- Mei J, Riedel N, Grittner U, Endres M, Banneke S, Emmrich JV. Body
temperature measurement in mice during acute illness: implantable temperature
transponder versus surface infrared thermometry. Scientific Reports.

2018;8:3526.

30- Dringen R, Pawlowski PG, Hirrlinger J. Peroxide detoxification by brain cells.

J Neurosci Res. 2005;79:157-165.

31- Andreazza AC, Kauer-Sant'anna M, Frey BN, et al. Oxidative stress markers

in bipolar disorder: a meta-analysis. J. Affect. Disord. 2008;111:135-144.

32- Powers SK, Ji LL, Leeuwenburgh C. Exercise training-induced alterations in

skeletal muscle antioxidant capacity: a review. Med Sci Sports Exerc.

1999;31(7):987-997.

33- Fenn WO. The relation between the work performed and the energy liberated

in muscular contraction. J Physiol. 1924;58(6):373-395.



163

34- Halliwell B. Reactive oxygen species and the central nervous system. J

Neurochem. 1992:59:1609-1623.

35- Vasconcelos AR, Kinoshita PF, Yshii LM, et al. Effects of intermittent fasting
on age-related changes on Na, KATPase activity and oxidative status induced by

lipopolysaccharide in rat hippocampus. Neurobiol Aging. 2015;36(5):1914-1923.

36- Swarnkar S, Tyagi E, Agrawal R, Singh MP, Nath C. A comparative study on
oxidative stress induced by LPS and rotenone in homogenates of rat brain

regions. Environ Toxicol Pharmacol. 2009;27(2):219-224.

37- Abdel-Salam OM, Youness ER, Mohammed NA, Morsy SM, Omara EA,
Sleem AA. Citric acid effects on brain and liver oxidative stress in

lipopolysaccharide-treated mice. J Med Food. 2014;17(5):588-598.

38- Jacewicz M, Czapski GA, Katkowska |, Strosznajder RP. Systemic
administration of lipopolysaccharide impairs glutathione redox state and object
recognition in male mice. The effect of PARP-1 inhibitor. Folia Neuropathol.

2009;47(4):321-328.

39- Noble F, Rubira E, Boulanouar M, et al. Acute systemic inflammation induces
central mitochondrial damage and mnesic deficit in adult Swiss mice. Neurosci

Lett. 2007;424(2):106-110.

40- Henry CJ, Huang Y, Wynne A, et al. Minocycline attenuates
lipopolysaccharide (LPS)-induced neuroinflammation, sickness behavior, and

anhedonia. J Neuroinflammation. 2008;5:15.

41- Abraham J, Johnson RW. Central inhibition of interleukin-1beta ameliorates

sickness behavior in aged mice. Brain Behav Immun. 2009;23(3):396—-401.



164

42- Francois A, Terro F, Quellard N, et al. Impairment of autophagy in the central
nervous system during lipopolysaccharide-induced inflammatory stress in mice.

Mol Brain. 2014;7:56.

43- Agostinho P, Cunha RA, Oliveira C. Neuroinflammation, oxidative stress and
the pathogenesis of Alzheimer’s disease. Curr Pharm Des. 2010;16(25):2766—

2778.

44- Dantzer R, O’Connor JC, Freund GG, Johnson RW, Kelley KW. From
inflammation to sickness and depression: when the immune systemsubjugates

the brain. Nat RevNeurosci. 2008;9(1):46-56.

45- Morris, RG, Moser El, Riedel G, et al. Elements of a neurobiological theory
of the hippocampus: the role of activity-dependent synaptic plasticity in memory.

Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2003;358, 773—786.

46- Kemp M, Go YM, Jones DP. Nonequilibrium thermodynamics of thiol/disulfide
redox system: a perspective on redox system biology. Free Radic Biol Med.

2008;44:921-937.

47- Angeli A, Minetto M, Dovio A, Paccotti P. The overtraining syndrome in

athletes: a stress-related disorder. J Endocrinol Invest. 2004;27(6):603-612.

48- Ascensdo A, Magalhdes J, Soares J, Oliveira J, Duarte JA. Exercise and

cardiac oxidative stress. Rev Port Cardiol. 2003;22(5):651-678.

49- Shern-Brewer R, Santanam N, Wetzstein C, White-Welkley J, Parthasarathy
S. Exercise and cardiovascular disease: a new perspective. Arterioscler Thromb

Vasc Biol. 1998;18(7):1181-1187.



165

50- Vincent HK, Powers SK, Demirel HA, Coombes JS, Naito H. Exercise training

protects against contraction—induced lipid peroxidation in the diaphragm. Eur J

Appl Physiol Occup Physiol. 1999;79(3):268-273.

51- Feter N, Penny JC, Freitas MP, Rombaldi AJ. Effect of physical exercise on
hippocampal volume in adults: Systematic review and meta-analysis. Sci Sports.

2018. https://doi.org/10.1016/j.scispo.2018.02.011.

52- Schefer V, Talan MI. Oxygen consumption in adult and aged C57BL/6J mice
during acute treadmill exercise of different intensity. Exp Gerontol.

1996;31(3):387-392.

53- Afzalpour ME, Chadorneshin HT, Foadoddini M, Eivari HA. Comparing
interval and continuous exercise training regimens on neurotrophic factors in rat

brain. Physiol Behav. 2015;147:78-83.

54- Seong E, Saunders TL, Stewart CL, Burmeister M. To knockout in 129 or in

C57BL/6: that is the question. Trends in Genetics. 2004;20(2):59-62.

55- Sparkman NL, Kohman RA, Scott VJ, Boehm GW. Bacterial endotoxin-
induced behavioral alterations in two variations of the Morris water maze. Physiol

Behav. 2005;86(1—2):244—251.

56- Sparkman NL, Kohman RA, Garcia AK, Boehm GW. Peripheral
lipopolysaccharide administration impairs two-way active avoidance conditioning

in C57BL/6J mice. Physiol Behav. 2005;85(3):278-288.

57- Kranjac D, Koster KM, Kahn MS, et al. Peripheral administration of D-
cycloserine rescues memory consolidation following bacterial endotoxin

exposure. Behav Brain Res. 2013;243:38-43.


https://doi.org/10.1016/j.scispo.2018.02.011

166

58- Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by

thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem. 1979;95:351-358.

59- Aksenov MY, Markesbery WR. Neurosci Lett. 2001;302:141-145.

60- Aebi H. Catalase in vitro. Methods Enzymol. 1984;105:121-126.

61- Oberley L, Spitz D. Nitroblue tetra-zolium. in Handbook of Methods for
Oxygen Radical Research, (ed. R.A. Greenwald) p. 217-220. CRC Press, Boca

Raton, Fla, USA, 1985.

62- Ali SF, Lebel CP, Bondy SC. Reactive oxygen species formation as a
biomarker of methylmercury and trimethyltin neurotoxicity. Neurotoxicology.

1992;13:637-648.



167

Tabela 1. Protocolos de treinamento dos grupos treinamento continuo de intensidade moderada

e treinamento intervalado de alta intensidade.

Continuo HIT
Semana Dia
(tempo, intensidade) (esforcos, intensidade, duracéo do esforco)
Dia impar Dia par
Semana 1 1 20 min, 80% 4 esforgos, 100%, 30 s
2 22 min, 80% 3 esforcos, 90%, 3 min
3 24 min, 80% 6 esforcos, 100%, 30 s
4 26 min, 80% 3 esforgos, 90%, 3 min
5 28 min, 80% 8 esforcos, 100%, 30 s
Semana 2 1 30 min, 80% 4 esforgos, 90%, 3 min
2 32 min, 80% 10 esforgos, 100%, 30 s
3 34 min, 80% 4 esforgos, 90%, 3 min
4 36 min, 80% 12 esforgos, 100%, 30 s
5 38 min, 80% 5 esforgos, 90%, 3 min
Semana 3 1 40 min, 80% 14 esforgos, 100%, 30 s
2 42 min, 80% 5 esforcos, 90%, 3 min
3 44 min, 80% 16 esforgos, 100%, 30 s
4 46 min, 80% 6 esforcos, 90%, 3 min
5 48 min, 80% 18 esforgos, 100%, 30 s
Semana 4 1 50 min, 80% 6 esforcos, 90%, 3 min
2 52 min, 80% 20 esforgos, 100%, 30 s
3 54 min, 80% 7 esforcos, 90%, 3 min
4 56 min, 80% 21 esforgos, 100%, 30 s
5 58 min, 80% 7 esforgcos, 90%, 3 min
Semana 5-6 1-10 60 min, 80% 21 esforgos, 100%, 30 s 7 esfor¢cos, 90%, 3 min

*Entre cada esforco houve um descanso ativo a 68% vVO2max com 60 s de duragédo.

Intensidade: percentual da vVO2max; Continuo: treinamento continuo de intensidade moderada;

HIIT: treinamento intervalado de alta intensidade; min: minutos; s: segundos.
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Figura 1. Temperatura corporal no momento pré-inje¢do de LPS (basal), uma hora (1H), seis
horas (6H) e 12 horas (12H) pds-injegdo de LPS. * Diferenga intragrupo estatisticamente
significativa (p<0,05) em relagcdo & medida basal (valor p referente & corre¢cdo de Greenhouse-
Geisser do modelo da ANOVA de medidas repetidas; p < 0,001). Valores expressos em média +
EP (n = 6-10 por grupo).
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Figura 2. Niveis séricos dos biomarcadores inflamatérios 12 horas apés a injecdo de LPS. IL-6 (interleucina-6), TNF-
a (fator de necrose tumoral alfa). Os valores de IL-6 e TNF-a foram transformados e analisados em logaritmo e
elevacao cubica, respectivamente (valores ndo representados no gréafico). Valores expressos em média + EP (n =
8-10 por grupo).
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Figura 3. Niveis cerebrais (cortex e hipocampo) de marcadores de estresse oxidativo 12 horas apos a injecao de
LPS. TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitirico), ROS (espécies reativas de oxigénio). A variavel TBARS
no hipocampo foi transformada e analisada para sua elevacdo cubica (valores nédo representados no gréfico).
Valores expressos em média = EP (n = 5 por grupo).
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Figura 4. Niveis cerebrais (cértex e hipocampo) de enzimas e substancias antioxidantes 12 horas apds a injecéo
de LPS. CAT (catalase), SOD (superéxido dismutase). * Diferenga estatisticamente significativa em comparagéo ao
grupo continuo (p=0,03). Valores expressos em média = EP (n = 5 por grupo).
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4. Press-release

(Tese de Matheus Pintanel Silva de Freitas)
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Diferentes tipos de exercicio previnem sintomas de infeccdes

bacterianas: achados iniciais

Hoje em dia, poucas pessoas desconhecem os efeitos positivos que 0
Exercicio Fisico traz para a saude, pois j& esta estabelecida sua relacdo com a
prevencao e até tratamento de varias doencas, como o infarto, pressao alta,
acidente vascular cerebral, cancer, diabetes, colesterol elevado, obesidade,
doencas do coracdo, osteoporose, doencas nheurodegenerativas (como
esclerose multipla e doenca de Alzheimer), enfim, todas aquelas doencas
chamadas de crbnico ndo transmissiveis. Sabe-se também que a falta de

atividade fisica € responsavel por mais mortes no mundo do que o fumo.

Porém, pesquisadores do curso de Doutorado em Educacédo Fisica da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) comprovaram que diferentes tipos de
exercicio fisico podem prevenir os sintomas de infec¢cbes bacterianas (doencas
causadas por bactérias). Antes de seguirmos, é importante que vocés saibam
gue as bactérias podem ser classificadas em dois tipos: bactérias Gram-positivas
e bactérias Gram-negativas. A maior parte das Gram-positivas ndo causam
doencas e algumas, inclusive, sdo Uteis. Em contrapartida, cerca de 95% de
todas as bactérias Gram-negativas causam doencas, muito em funcado de uma
substancia téxica que esta presente no interior dessas bactérias, chamada de
Lipopolissacarideo, ou, apenas, LPS. O LPS causa grande parte dos sintomas
das infec¢Bes por bactérias Gram-negativas e pode causar varias doencas,
como a sepse, lesdo pulmonar aguda, faléncia do figado, doenca de Alzheimer,

Parkinson, entre outras.

Sabendo disso, os pesquisadores da UFPel Matheus Pintanel Freitas,
Nicole Gomes Gonzales, Francieli Moro Stefanello, Rosélia Maria Spanevello e
Airton José Rombaldi tinham como objetivo verificar se dois modelos de exercicio
fisico poderiam prevenir os efeitos toxicos do LPS, de modo a prevenir os

sintomas de infec¢bes causadas por bactérias Gram-negativas.

Os cientistas fizeram um estudo em que camundongos realizavam dois

modelos de exercicios distintos. Um tipo de exercicio que alguns animais
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realizaram foi o treinamento continuo de intensidade moderada, ou, como era
conhecido, exercicio aerobio. Nesse exercicio, o praticante fica um tempo
prolongado (geralmente acima de 20 minutos) se exercitando sem parar, que
pode ser uma caminhada ou uma corrida leve na esteira. Ja o outro tipo de
exercicio testado se chama treinamento intermitente de alta intensidade
(conhecido pela sigla “HIIT”), onde o praticante realiza uma sequéncia de
exercicios em alta intensidade (como uma corrida rapida) em curtos periodos de
tempo (pode ser 30 segundos) intercalados com momentos de descanso. Esses
dois modelos trazem praticamente os mesmos beneficios para a saude, porém,

0 exercicio moderado é menos exaustivo e o HIIT dura menos tempo.

No estudo em questdo, apds seis semanas de exercicio, 0s
pesquisadores injetaram o LPS nos animais e verificaram como essa toxina
agiria no corpo dos mesmos nas proximas 24 horas. O principal sintoma, no caso
dos camundongos, € a queda na temperatura corporal. Supreendentemente, 0s
camundongos que realizaram o exercicio continuo e os outros que realizaram o
HIIT ndo tiveram mudancas na temperatura corporal, enquanto que o grupo de
animais que nao realizaram exercicio tiveram uma reducdo significante da
temperatura corporal, indicando que os dois tipos de exercicio fisico previnem

de igual forma os sintomas do LPS.

Em adicéo, como essa toxina ataca o cérebro e isso pode causar prejuizos
na memadria, € aumentar o risco para doencas como o Alzheimer e Parkinson,
0s pesquisadores verificaram algumas variaveis cerebrais. Perceberam que o
HIIT tem uma possibilidade maior de proteger o cérebro, pois gerou um ambiente

cerebral mais protetivo do que o grupo que realizou exercicio continuo.

A conclusdo do estudo indica que esses exercicios podem prevenir 0s
sintomas de infec¢des bacterianas. Com a evolugdo das pesquisas, e futuros
estudos comprovando essa relagdo em humanos, o exercicio fisico pode se
tornar uma grande intervencdo, ndo apenas para prevenir doengas cronico nao

transmissiveis, mas, também, doencas infecciosas.
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5. Ahexos

(Tese de Matheus Pintanel Silva de Freitas)
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the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes' (Council
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Human experiments
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were performed with the written informed consent of each subject. With regard to this the editors
wish to draw the attention of authors to the Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) according to the revision valid at the time of data acquisition. A statement
of approval by the Official Ethics Committee is required.

Reporting Guidelines

Acta Physiologica requires, if applicable to the study format reported in the manuscript, adherence to
current reporting guidelines, as given by the EQUATOR Network, an international initiative that
seeks to improve reliability and value of medical research literature by promoting transparent and
accurate reporting of research studies.

Statistics

Appropriate statistical methods should be used to establish significance. When data deviate from a
normal distribution, nonparametric tests should be used or transformation of data should be
performed. When more than two simultaneous comparisons are made, ANOVA, multiple t-test or
similar techniques (not Student's t-tests) should be employed. Authors are encouraged to seek
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For further information see Altman D. G. et al., 1983. Statistical guidelines for contributions to
Medical journals. Br Med J 286, 1489-1493.
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editor, and manuscripts otherwise acceptable but written in incorrect English will be returned for
language revision.
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title page. The title of the paper should be as informative as possible and must not include
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An abstract not exceeding 250 words in length. The abstract should have four headings: Aim,
Methods, Results and Conclusion. It should describe briefly and concisely the aim of the
investigation, the methods used, the results including quantitative figures and the conclusions drawn.
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appended to the abstract in alphabetical order. Do not use abbreviations in the abstract.
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