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Resumo

GONZALES, Nicole Gomes. Efeitos cronicos de diferentes modelos de
exercicio fisico sobre parametros comportamentais e do sistema
colinérgico em um modelo animal de neuroinflamacédo. 2018. 153f. Tese
(Doutorado em Educacéo Fisica) — Programa de Pds-Graduagdo em Educacédo
Fisica, Escola Superior de Educacéo Fisica, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2018.

Objetivos: Comparar os efeitos de seis semanas de exercicio intermitente de
alta intensidade e exercicio continuo de intensidade moderada sobre atividade
locomotora, memoéria e atividade das enzimas AChE e Na‘'K*-ATPase de
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 induzidas a neuroinflamagéo por
lipopolissacarideo (LPS). Métodos: Os animais foram divididos em trés grupos:
grupo controle (GC) (n=10), grupo exercicio continuo de intensidade moderada
(GCON) (n=10) e grupo exercicio intermitente de alta intensidade (GHIIT)
(n=10). Setenta e duas horas ap0s a Ultima sess@o de exercicio 0s animais
receberam uma injecdo com 250 ug/kg de LPS advindos da bactéria
Escherichia coli. Resultados: Os protocolos de exercicio fisico né&o
modificaram nenhum dos parametros avaliados pelo teste de campo aberto. O
grupo HIIT apresentou maior percentual de exploracdo do objeto no teste de
memoria de reconhecimento de objetos em comparacdo com o grupo GCON
[F(2,25)=5,01, p=0,01]. O grupo HIIT apresentou maior atividade da enzima
AChE e reduzida atividade da enzima da Na+K+-ATPase em cortex cerebral e
0 GCON demonstrou maior atividade da enzima Na*K*-ATPase no hipocampo.

Conclusao: Seis semanas de exercicio intermitente de alta intensidade e



12

continuo de intensidade moderada geraram melhoras na memoéria de curto
prazo dos animais, observada através do teste de memoria de reconhecimento
de objetos, com resultados mais significativos no grupo HIIT em comparacéo
com os demais grupos. Apés o treinamento foram observadas eleva¢cfes na
atividade da AChE e reducdes na Nat+K+-ATPase no coértex cerebral de
animais que realizaram HIIT. Estudos adicionais sdo necessarios para verificar
guais mecanismos neuroquimicos estdo relacionados ao exercicio fisico e de

gue forma interferem no padrdo comportamental e na memaria dos animais.

Palavras-chave: Exercicio aerébio; Treinamento intervalado de alta

intensidade; reconhecimento; memoria; Acetilcolinesterase;
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Abstract

GONZALES, Nicole Gomes. Chronic effects of different models of physical
exercise on behaviors parameters and collinergic system in animal
modelo of neuroinfllamtion. 2018. 153f. Tesis (Doctor degree in Physical
Education) — Physical Education Post-Graduated Program, Physical Education

Superior School, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018.

Objective: To compare the effects of six weeks of high intensity intermittent
exercise and continuous moderate exercise on locomotor activity, memory and
activity of the AChE and Na*K*-ATPase enzymes of female C57BL/6 mice
induced by lipopolysaccharide neuroinflammation (LPS). Methods: The animals
were divided into three groups: control group (CG) (n = 10), continuous intensity
group (GCON) (n = 10) and high intensity intermittent exercise group (n = 10) .
Seventy-two hours after the last exercise session, animals received an injection
with 250 pg/kg of LPS from Escherichia coli bacteria. Results: Physical
exercise protocols did not modify any of the parameters evaluated by the open
field test. The HIT group presented higher percentage of object exploration in
the object recognition memory test compared to the GCON group [F (2,25) =
5.01, p = 0.01]. The HIIT group showed higher activity of the AChE enzyme and
reduced Na‘K*-ATPase enzyme activity in the cerebral cortex, and GCON
showed higher Na*K*-ATPase enzyme activity in the hippocampus.
Conclusion: Six weeks of high-intensity intermittent and continuous moderate
exercise led to improvements in the short-term memory of the animals,
observed through the object recognition memory test, with more significant
results in the HIIT group compared to the other groups. After training, elevations
in AChE activity and reductions in Na*K*-ATPase were observed in the cerebral
cortex of animals that underwent HIIT. Further studies are needed to verify
which neurochemical mechanisms are related to physical exercise and how

they interfere with the behavior pattern and the memory of the animals.

Key-words: Aerobic exercise; High intensity intermitente training; Recognition;

Memory; Acetylcholinesterase;
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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 sec¢des:

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

Rafael Bueno Orcy e Gustavo Dias Ferreira;

2- RELATORIO DE TRABALHO DE CAMPO: descri¢do detalhada sobre alguns

pontos que chamaram ateng&o durante o decorrer do trabalho de campo;

3- ARTIGO ORIGINAL: Efeito de diferentes modelos de exercicio fisico sobre
atividade locomotomora, memoria e atividades das enzimas acetilcolinesterase
e sodio potassio ATPase em animais submetidos a neuroinflamacédo por LPS.
O artigo serad traduzido para o inglés e submetido ao peridédico 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 Projeto de Pesquisa

(Tese de Nicole Gomes Gonzales)
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1. Introducéao

Segundo O’Callagan, Sriram e Miller (2008), a neuroinflamacédo é
caracterizada por uma degeneracao no sistema nervoso central (SNC) em que
ocorrem significativas perdas nas estruturas e funcbes neuronais, as quais
resultam em desequilibrios funcionais e mentais.

Esses desequilibrios afetam especialmente adultos de meia idade e
idosos (HOFF & MOBBS, 2010) e podem levar a ocorréncia de inumeras
doencas degenerativas como o mal de Parkinson (MP) (SOUZA et al., 2016) e
de Alzheimer (MA) (CHEN; ZHANG; HUANG, 2016), esclerose multipla (EM)
(OMS, 2008), esclerose lateral amiotrofica (ELA) (ZAREI et al. 2015) doencas
neuropsiquiatricas como a depressao e a ansiedade (FURTADO; KAZTMAN,
2015; CHEN; ZHANG; HUANG, 2016) e também as infec¢fes virais, onde um
virus pode invadir o SNC através da barreira hematoencefalica (BBB) (YANG et
al., 1997), e também através da disseminacdo neuronal retrograda
(ARONSSON et al., 2003).

Em virtude da complexidade dessas doencas e pelo alto grau invasivo
causado pelas enfermidades, os modelos animais tém sido amplamente
utilizados para estudar neuroinflamacéao (MIX et al., 2010; HOOGLAND, et al.,
2015). Neste cenario, a neuroinflamacao induzida por lipopolissacarideos (LPS)
€ um dos modelos mais utilizados pelos pesquisadores em razdo do baixo
custo de aquisicdo dessa toxina e pela alta efetividade na inducdo da
inflamagéo (HOOGLAND et al., 2015).

Os lipolissacarideos ou lipoglicanos sdo moléculas de grandes
dimensdes constituidas por um lipideo e um polissacarideo ligados por uma
ligacdo covalente, sendo um dos principais componentes da membrana externa
de bactérias gram-negativas. Adicionalmente sdo endotoxinas que participam
dos mecanismos de patogenicidade da célula bacteriana e determinam os
efeitos biologicos que resultam na amplificacdo das reacdes inflamatorias
(WANG & QUIINN, 2010). A indug&o dessa substancia ocorre através de uma
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injecdo intraperitoneal nos animais, de modo a simular um ataque inflamatorio
no organismo dos mesmos.

Adicionalmente aos efeitos causados pelo LPS no organismo dos
animais, alguns estudos tém realizado intervencdes para identificar os efeitos
agudos e cronicos causados pelo exercicio fisico nos perfis inflamatorio,
comportamental e de saude em ratos e camundongos que receberam doses
dessa endotoxina. Os estudos tém verificado melhoras na coordenacéo
motora, equilibrio, nivel reduzido de citocinas inflamatérias, entre outros
aspectos (FUNK et al., 2011; SPIELMAN et al., 2016; GONCALVES et al.,
2012; LITTLEFIELD et al., 2015).

Nesse sentido, as medidas de parametros clinicos e fisiolégicos tornam-
se importantes para averiguar a eficacia de abordagens interventivas com uso
do LPS e com isso, além dos aspectos comumente avaliados nos estudos, a
realizacdo dos testes clinicos que avaliam parametros comportamentais dos
animais como mobilidade, equilibrio, forca e memaria tém o intuito de encontrar
novas abordagens terapéuticas para doencas neurodegenerativas como a EM,
ELA, MP, MA, entre outras, de modo a melhorar ou prevenir danos fisicos e
neuroldgicos causados por essas patologias (BUDDEBERG et al., 2004).
Dentre os testes comportamentais mais utilizados pelos pesquisadores,
destacam-se o de campo aberto e de memdéria de reconhecimento de objetos.
O principal aspecto avaliado pelo teste de campo aberto € a locomocdo dos
animais, a qual se relaciona diretamente com o cortex cerebral, que é o local
do cérebro onde ocorrre 0 processamento neuronal mais sofisticado. Tendo em
vista que as doencas de ordem neuroldgica levam frequentemente a quadros
de extrema debilidade fisica, tais investigacbes se tornam de fundamental
importancia, no sentido de verificar a extensdo dos danos causados e na busca
de estratégias interventivas que previnam a ocorréncia dessas patologias
(GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009).

Ja o teste de memodria de reconhecimento de objetos investiga a
memoria declarativa dos animais, ou seja, aquela de curto prazo, que se
fundamenta na tendéncia inata do roedor em explorar mais o objeto novo a um
objeto familiar e esse teste envolve mais o hipocampo dos roedores. Desse

modo, se torna fundamental a utilizacdo desse teste em modelos animais de
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neuroinflamacédo em virtude das perdas significativas de memoria e raciocinio
causadas pelas desordens neurodegenerativas (ANTUNES & BIALA, 2012).

Outro aspecto importante a ser avaliado em trabalhos com animais
submetidos a protocolos de exercicio fisico com inducdo do LPS é a
temperatura corporal interna dos mesmaos, visto que esse € um dos parametros
mais importantes no que se refere a inflamacao, ja que a resposta inicial do
organismo dos roedores a inflamacdo pode se dar através de febre ou
hipotermia, aumentos na frequéncia respiratéria e cardiaca e diminuicdo do
namero de leucécitos, indicando com isso, o grau de inflamacéo e debilidade
dos animais (BONE, 1991; BONE et al., 1992).

Adicionalmente, as avaliacbes de parametros do sistema colinérgico se
fazem necessérios nos estudos que investigam a neuroinflamacé&o induzida por
LPS e sua relacdo com o exercicio fisico, pela estreita relacdo existente entre
as sinapses nervosas e a atuacdo do neurotransmissor acetilcolina e sua
enzima acetilcolinesterase, que atuam fundamentalmente sobre a funcéo
cognitiva (EVERITT & ROBBINS, 1997). Estudos tem mostrado que animais
submetidos a protocolos de exercicio, apresentaram um papel anti-inflamatério
e evitaram gque niveis elevados de enzimas do sistema colinérgico como a
acetilcolinesterase se depositassem no organismo desses animais (BEN et al.,
2010; CUNHA et al., 2009). Esse dado é de extrema relevancia visto que a
acetilcolinesterase apresenta-se alterada no cérebro de sujeitos com doencas
neurodegenerativas como MA e a diminuicdo da neurotransmissao colinérgica
atenua o déficit cognitivo e altera 0 comportamento de pacientes com essa
doenca (BALLARD et al., 2005).

Apesar das variadas técnicas e metodologias utilizadas nos estudos com
neuroinflamacdo induzida por LPS, existem lacunas na literatura,
especialmente quando da associacdo com o exercicio fisico, visto que o tipo de
exercicio mais adequado para prevenir neuroinflamagédo em animais ainda é
incerto, de modo que a maioria dos estudos utiliza roda de corrida voluntaria ou
exercicio continuo de intensidade leve ou moderada, ndo havendo na literatura
publicacdes que tenham utilizado o exercicio intermitente de alta intensidade

(HIIT) como terapia para neuroinflamacao.
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1.2. Objetivo geral

Dessa forma, o presente estudo objetivara comparar os efeitos de seis
semanas de treinamento intermitente de alta intensidade e treinamento
continuo de intensidade moderada sobre parametros comportamentais e
neuroquimicos de camundongos da espécie C57BL/6 com neuroinflamacéao

induzida por LPS.

1.3. Objetivos especificos

Comparar os efeitos do treinamento intermitente de alta intensidade e
treinamento continuo de intensidade moderada, iniciados seis semanas antes
da inducéo do LPS sobre:

1. Teste comportamental de campo aberto;

2. Memoria de reconhecimento de objetos;

3. Temperatura corporal,

4. Atividade das enzimas acetilcolinesterase e sédio e potassio ATPase;

1.4. Justificativa

O LPS é uma endotoxina produzida por bactérias gram-negativas e esta
envolvido na ocorréncia de diversas doengcas como o MP, MA, depresséo,
ansiedade, EM, ELA e outras (WANG & QUINN, 2010). Sujeitos acometidos
por essas doencas apresentam uma série de incapacidades de ordem fisica
como fraqueza, problemas no trato urinario, dificuldade de locomocao e outros,
além de alteracBes cognitivas graves, como perda da memoria e atencéo (LIN
& BEAL, 2006; CHAUDHURI et al., 2006; LEVENSON et al., 2014).

O tratamento para essas enfermidades se baseia fundamentalmente em
terapias tradicionais com uso de medicamentos para atenuar os efeitos das
mesmas, porém, em diversos casos, 0s tratamentos medicamentosos
apresentam uma seérie de efeitos colaterais negativos, atuando por vezes, de
forma paliativa no tratamento das doengas (VAN DER SCHYF, 2011).

Nesse sentido, novas terapias vém sendo utilizadas, de forma conjunta
ao tratamento medicamentoso ou como Unica forma de tratamento, que
incluem a realizacdo de exercicio fisico, no sentido de fornecer alternativas
menos invasivas e com menor custo para os pacientes (RIAN & KELY, 2016;
STRANAHAN et al., 2012). No entanto, estudos em que ha a utilizacdo de
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protocolos de exercicio fisico, focam suas intervencdes em atividades de baixa
e moderada intensidade, especialmente através de exercicio continuo (como
caminhada, corrida e natacao) e em virtude disso, justifica-se a realizacao do
exercicio intermitente de alta intensidade, de modo a compreender os efeitos
cronicos do mesmo no tratamento de doencas neurodegenerativas
(GONCALVES et al., 2012; RAMOS et al., 2009; LITTLEFIELD et al., 2015).

Além disso, a maioria dos estudos busca identificar alteracdes
fisiolégicas, bioquimicas e comportamentais nos sujeitos investigados, de modo
gue analises em estruturas mais complexas como o cérebro, sdo necessarias
para verificar os avancos da doenca. Dessa forma, justifica-se o uso de
modelos animais em doenc¢as neurodegenerativas, em razao da complexidade
das doencas e pela maior facilidade de coleta e analise de dados em 6rgédos de
dificil acesso; adicionalmente, a inje¢cdo de uma endotoxina, como € o caso do
LPS, é capaz de mimetizar um ataque inflamatério de bactérias gram-negativas
e “simular” de forma efetiva uma doenga acometida por neuroinflamacdo em
humanos (MARTIN et al., 2013; RAMOS et al., 2010; CHEN; CHEN; JEN,
2010).

Ademais, o exercicio fisico tem atuado de forma efetiva sobre a
memoria, visto que pode melhorar a integridade estrutural e funcéo do sistema
nervoso central, além de prevenir e melhorar desequilibrios cognitivos pela
inducdo da plasticidade neuronal e de outros aspectos neuroquimicos
(HILMANN et al.,, 2008; COTMAN et al., 2007; LIN et al., 2015). Em razé&o
disso, justifica-se a investigacdo de parametros comportamentais que avaliem
memoéria e locomocéao de roedores e suas relacbes com o exercicio fisico. Por
essa razao, justifica-se a realizacado deste estudo, que realizara injecbes de
LPS em camundongos da linhagem C57BL/6 para verificar os efeitos crénicos
de diferentes modos de exercicio fisico sobre parametros comportamentais e

bioquimicos.

1.5. Hipotese

Espera-se que o0s animais exercitados apresentem reducdo da
temperatura corporal menos acentuada que seus controles sedentarios, em
razdo do efeito anti-inflamatério do exercicio (PETERSEN & PEDERSEN,
2005).
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Espera-se que a concentracdo da enzima acetilcolinesterase diminua e
que da sodio potassio ATPase aumente nos grupos exercitados (BEN et al.,
20009.

Espera-se que animais exercitados apresentem maior exploracdo dos
objetos em comparacao aos seus controles sedentarios, em razao do exercicio
atenuar a neuroinflamacédo e consequentemente auxiliar na melhor locomocao
e comportamento dos animais (SVENSSON et al., 2014).

Espera-se que 0s grupos exercitados apresentem maior exploracédo do
espaco (quadrantes geral e periféricos) de campo aberto que seus controles
sedentarios, especialmente animais do grupo de exercicio intermitente de alta
intensidade (SVENSSON et al., 2014).

2. Reviséo de Literatura
2.1. Lipopolissacarideo

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 em vez de causarem
toxicidade pela secrecdo de um produto. 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 encontrado dentro das bactérias sendo liberada apds a destruicdo da
sua membrana externa (BEUTLER & RIETSCHEL, 2003). O LPS possui
elevado grau de toxicidade o qual esta relacionado com a membrana externa
de bactérias da classe gram-negativa e essa endotoxina é liberada quando ha
a multiplicacdo das bactérias ou quando é destruida pelas células de defesa
(TUIN et al., 2006). As bactérias gram-negativas possuem essa nomenclatura
em razdo de nao reterem o corante cristal violeta da técnica de Gram, a qual é
uma técnica que permite a diferenciacdo entre bactérias com diferentes
estruturas de parede celular, a partir das coloragbes que estas adquirem no
tratamento com agentes quimicos especificos.

As bactérias gram-negativas sdo células bacterianas que apresentam
em sua estrutura pequenas porcoes de peptideoglicanos, e uma membrana

externa contendo LPS, lipoproteinas e demais macromoléculas complexas. No
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sentido oposto, as bactérias gram-positivas, respondem a técnica de Gram
colorindo-se de violeta e sdo células bacterianas que apresentam uma parede
celular consistente e com grandes quantidades de peptideoglicanos em sua
estrutura, além de ndo possuirem 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 0 mecanismo de exportacao (WANG & QUINN, 2010).

O LPS apresenta uma estrutura com uma bicamada de acgucar
(hidrofilica) e outra de lipideos (hidrofobica), sendo que esta Udltima é a
responsavel pela acdo antigénica do mesmo (RAETZ E WHITFIELD, 2002). Ele
esta dividido em trés partes: lipidio A, nucleo e antigeno O, como esti
apresentado na Figura 1.

O antigen

Outer Core

Inner Core

Figura 1. Estrutura de um lipopolissacarideo (dominio publico). Amarelo (lipidio

A); Verde (nucleo interno); Azul (ntcleo externo); Vermelho (antigeno O).
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O lipideo A é componente hidrofébico do LPS, responsavel pelos efeitos
toxicos das infeccbes com bactérias gram-negativas (GALANOS et al., 1985) e
tem um importante papel na ativacdo do um dos receptores mais importantes
de LPS que é o Tool Like 4 (TLR4) (PERSING et al., 2002; RIETSCHEL et al.,
1994). O nucleo central dessa endotoxina, esta subdividido em nucleo interno e
externo, 0os quais sdo uma cadeia curta de residuos de acuUcar localizadas no
seu interior, onde o nucleo externo é 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 conservacao estrutural em
Escherichia coli (E. coli) (HEINRICHS; YETHON; WHITFIELD, 1998).

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 B1 — 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” estd 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 localizacdo, o antigeno “O” é um alvo para reconhecimento pelos
anticorpos hospedeiros.

Na parede celular do LPS encontram-se os lipoglicanos, fosfolipidios,
peptideoglicanos e as lipoproteinas, 0os quais estao apresentados na figura 2.
As lipoproteinas séo responsaveis por estabilizar a membrana externa e fixa-la
a camada de peptideoglicano; os peptideoglicanos, por sua vez, séo
responsaveis por conceder a forma mais rigida as células e por fornecerem
protecdo ao citoplasma contra as diferencas na pressdo osmotica; 0s
lipoglicanos sdo 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 modulagdo da resposta imune a antigenos
dependentes de «células T e as atividades imunossupressoras e
imunoestimuladoras que realizam (SMITH, 1984). Os fosfolipidios sé&o

essenciais a formacdo da membrana externa de bactérias gram-negativas,
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onde em vez de possuirem uma bicamada lipidica como as células em geral,
sdo formadas por uma dupla camada, contendo fosfolipidios e proteinas
(MADIGAN, 2016).

Lipopolysaccharide —
[LPS; ‘Endotoxin’] —__ 2 mp Omp F/C, Capsular Poly-
= : Fhua 8 saccharide
‘ ‘.", (Some Species or Strains)
— ¥ o
s ¥ ¢ Enterobacterial
o“;b ¢y Ji, Common Antigen
o
Polysaccharide %oof
Surface Layer o
Y
®
Outer Fic
Membrane Phospholipid
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Periplasm Peptichglycan
oplasmic AL -
%enEbrane W\ |_ Phospholipid
T (9]
- T Protein

Cytoplasm

Figura 2. Arquitetura da parede celular de um lipopolissacarideo (Fonte:
ALEXANDER & RIETSCHEL, 2001).

A sinalizacédo do LPS ocorre através de padrdes moleculares associados
a patégenos, os chamados PAMPs, que sdo padrbes de moléculas
reconhecidas pelo sistema imune inato como forma de detectar a invasao por
patdogenos. No caso das bactérias, fungos e virus esses receptores sdo
especificos e da classe Toll-Like, os quais sdo peca chave para a identificacdo
de sensores primarios de infeccbes microbianas e tém fornecido informacdes
significativas na compreensdo dos mecanismos envolvidos na imunidade inata
e adquirida (POLTORAK et al., 1998). Dentre os principais, destaca-se 0
receptor Toll-Like 4 (TLR4), o qual é facilmente encontrado na superficie de
inUmeras ceélulas imunes como 0s mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
neutrofilos (AKIRA et al., 2006). Aléem disso, esse receptor realiza a funcéo de
dimero, onde é dependente do complexo de proteinas MD-2 para que seja
reconhecido pelo LPS (Figura 3) (TRIANTAFILOU & TRIANTAFILOU, 2002).
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a Dimerization interface

Figura 3. Estrutura geral do complexo TRL4-MD2-LPS (Fonte: 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 mieldide 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
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o receptor TLR4 e a proteina MD-2 (SHIMAZU et al., 1999; AKIRA & TAKEDA,
2004). Tal complexo é considerado a forma central de reconhecimento do LPS.
Os receptores TLR4 quando ativados podem gerar inUmeras vias de
sinalizacdo como as proteino-quinases ativadas por mitdégenos (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), entre outros.

Na figura 4 estd apresentada a ativagdo mediada por macréfagos da
imunidade inata por LPS agonistico, onde a proteina LBP catalisa a rea¢éo 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 liberacdo de um amplo espectro de
mediadores enddgenos via TLR4-MD-2.

Em imunorreacoes fisiol6gicas normais, concentracoes
comparativamente baixas e equilibradas desses mediadores como as citocinas
inflamatoérias 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, os 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, as
interleucinas IL-12 ou IL-18 induzem a liberacdo de interferon gama (IFN-y),
levando a uma hipersensibilizacdo de fagécitos mononucleares para o LPS

endotoxicamente ativo.
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Figura 4. 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 sinalizacdo 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 fisiopatologicos (e.qg.
doencas cardiovasculares, diabetes, varios tipos de cancer e doencas auto-
imunes) e fisiologicos (e. g. acBes sobre processos inflamatorios e imunes,
apoptose, diferenciagdo celular e ativacado da proliferagdo de células tumorais)
(RAETZ & WHITFIELD, 2002; CRUZ-MACHADO, 2010). A sinalizacdo desse
fator por LPS gera o recrutamento de diversas proteinas citoplasmaticas, como

ocorre nas vias dependente e independente da proteina de resposta primaria
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de diferenciacdo mieldide 88 (My88) (Figura 5). Essa via, quando ativada, gera
uma ativacdo do complexo de quinases IKKs, que por sua vez ativam a
fosforilagcdo, ubiquitinacdo e degradacdo proteassdmica da proteina IkB-alfa
(conhecida ainda como NFKBIA).

A principal funcéo exercida por essa proteina € a manutencdo do NFKB
no citoplasma e sua degradacéo permite a liberacdo do fator de transcricdo e
sua translocacdo ao nucleo da célula para se ligar aos elementos que
respondam ao DNA (KAWAI & AKIRA, 2006; CARMODY & CHEN, 2007; LU et
al., 2008). Caso nédo ocorra o processo de fosforilagcdo da proteina IkB-alfa e
nao haja a degradacéo proteassémica, o NFKB néo sera translocado ao nucleo
(GHOSH et al., 1998).

Citoplasma

Transcn"do Génica
W\ A “'\ INNS

'l‘ -y " e \ F ‘r' ‘, ’l /‘l .\‘ 2
WIRTRARY Ndcleo

Figura 5. Via de ativagéo dos receptores por LPS e a ativacdo da translocagao
nuclear do NFKB e de outros fatores de transcricao (Fonte: CRUZ-MACHADO,
2010).
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De fato, o LPS € 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 Obito que surge quando a
resposta do sistema imune a uma infec¢do danifica os tecidos e Orgdos
saudaveis (SINGER et al., 2016)], que, por sua vez, tem a liberacéo
descontrolada de citocinas pré-inflamatérias como caracteristica principal a
nivel molecular (COHEN, 2002). A regulagdo espacial e temporal precisa da
resposta imune inata que € essencial para que o hospedeiro se defenda contra
a infeccdo 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 infec¢do bacteriana € a sepse,
gue é uma sindrome clinica com alta taxa de mortalidade (ANGUS, et al.,
2001).

Estudos wusando agentes infecciosos ou endotoxinas como O
lipopolissacarideo, tanto em humanos com em animais, utilizam a medida da
temperatura corporal como forma de avaliar a progressédo 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
inflamatéria que afeta todo o organismo, como é o caso do modelo de
neuroinflamacédo por LPS, como resposta a inflamacao, tende a causar febre
ou hipotermia (sendo, este U(ltimo, o que acomete animais da linhagem
C57BL/6), aumentos na frequéncia respiratéria e cardiaca e diminuicdo do
namero de leucdcitos (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 S0 processos invasivos
como técnicas de avaliacdo direta no reto, timpano ou esdfago dos animais,
além de cateterismo na artéria pulmonar, que € um processo mais agressivo e
usado somente em casos especificos (GODWIN, 1998; BRUNELL, 2012). Em
razdo disso, novas técnicas vem surgindo para avaliar esse parametro de

forma menos invasiva, com menos contato dos pesquisadores com o animal e
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gue demande menos tempo e técnica dos pesquisadores no momento da
coleta.

Dentre as novas técnicas, destacam-se o0 uso do termdmetro
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 mensuracao
da temperatura corporal em 435 roedores de quatro diferentes linhagens, com
a 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
termdémetro infravermelho € aceito como substituto do RFID, j& que ambos
medem corretamente a temperatura corporal dos animais, porém o
infravermelho € mais barato e sua aplicabilidade é maior no ambito da

pesquisa.

2.2. Modelos animais de neuroinflamacéo

Devido aos mecanismos complexos e ainda pouco conhecidos em
relacdo ao processo de neuroinflamacéo, numerosos modelos experimentais
gque mimetizam as condi¢cdes das patologias neurodegenerativas tém sido
desenvolvidos (MCGONIGLE & RUGGERI, 2014). Tais modelos vém sendo
utilizados com o objetivo de permitir o conhecimento dos eventos celulares
envolvidos, bem como sugerir formas de intervencao terapéutica para restaurar
a funcao neurofisiolégica dos sujeitos. Os modelos empregados para o estudo
dos eventos neurodegenerativos incluem modelos animais da doenca de
Alzheimer, encefalomielite alérgica experimental (modelo que simula da
esclerose multipla em animais), mal de Parkinson, deméncia, depressao,
autismo, epilepsia e outros (RIAN & KELY, 2016; BOBINSKI et al., 2011; LAU
et al., 2011; LIU et al., 2013; SPIELMAN et al., 2016).

Neste cenario, a neuroinflamagcdo induzida por LPS tem sido
amplamente utilizada por pesquisadores, como apresentado no estudo de
Hoogland et al. (2015) que sumarizou os resultados de estudos que induziram
neuroinflamacéo através do LPS e outros patdégenos vivos e mortos pelo calor.
Nesse estudo, 39 utilizaram o LPS, com uma unica dose em 12 estudos e 19

administrado o mesmo de forma intraperitoneal ou subcutanea. A maioria dos
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estudos utilizou LPS proveniente da bactéria Escherichia coli e a dosagem de
LPS variou de 0,33 a 200 mg/kg em camundongos e 0,002 a 10mg/kg em
ratos. A ampla maioria dos estudos apresentou como resultado principal a
maior ativagdo microglial nos animais avaliados.

De fato, variacbes nos modelos animais de neurodegeneracdo e
neuroinflamacéo podem mimetizar diferentes padrées das doencas e isso torna
ideal a utilizacdo deste método em estudos pré-clinicos que objetivem
identificar os beneficios e dissecar os mecanismos de novas intervencdes
terapéuticas que servirdo de base para a subsequente conversao para ensaios

clinicos em pacientes com patologias neurodegenerativas.

2.2.1. Efeitos do exercicio fisico na neuroinflamacéao

Estudos tém mostrado que o exercicio fisico auxilia no tratamento de
doencas neurodegenerativas como a EM, ELA, MA, MP e demais doencas
degenerativas, pois além dos beneficios comuns a qualquer individuo,
intervengBes com exercicio fisico apresentam resultados efetivos favoraveis a
reducdo dos sintomas da doenca e diminuicdo das doses de medicacao
(GUNN et al., 2015; SANDOVAL, 2013; NAVARRO et al., 2010; SANADA et al.,
2015).

Svensson et al. (2014) realizaram uma reviséo de literatura que objetivou
discutir os diferentes tipos de exercicio sobre modelos animais de desordens
neurodegenerativas, especialmente as doencas de Parkinson e Alzheimer,
através dos resultados dos estudos de Nichol et al. (2008), Souza et al. (2013),
Funk et al. (2011), Pang et al. (2006), Harrison et al. (2013), Van Dellen et al.
(2008), Tajiri et al. (2010), Dutra et al. (2012), Landers et al. (2014), Cohen et
al. (2003), Tilerson et al. (2003), Lau et al. (2011), Sung et al. (2012), Liu et al.
(2013), Piao et al. (2013), Ma et al. (2013), Zwagerman et al. (2010), Ding et al.
(2005), Wu C et al. (2007), Yi et al. (2012), Kawanishi et al. (2010), Itoh et al.
(2004), Rosa et al. (2007), Kennard & Woodruff-Pak (2012), Wang et al. (2012)
e Pervaiz & Hoffman-Goetz (2012). Os estudos incluidos nessa revisdo foram
realizados com ratos e camundongos das linhagens Swiss, C57BL/6, Long
Evans, Sprague-Dawley, Wistar e Balb/c, submetidos aos modelos animais da
doenca de Huntington (HD), MA, MP, depresséo, traumatismo craniano (TC),

acidente vascular cerebral (AVC), neuroinflamacgéao, diabetes e obesidade.
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Seis estudos realizaram corrida voluntaria na roda (NICHOL et al., 2008;
FUNK et al., 2011; PANG et al., 2006; HARRISON et al., 2013; VAN DELLEN
et al., 2008; PIAO et al., 2013), dois estudos realizaram exercicio continuo de
intensidade moderada em meio aquatico (SOUZA et al., 2013; LIU et al., 2013),
dezessete estudos realizaram exercicio continuo de intensidade moderada em
esteira para roedores (TAJIRI et al., 2010; DUTRA et al., 2012; LANDERS et
al., 2014; TILERSON et al., 2003; LAU et al., 2011; SUNG et al., 2012; MA et
al., 2013; ZWAGERMAN et al., 2010; DING et al., 2005; WU C et al., 2007; WU
et al,, 2011; Yi et al.,, 2012; KAWANISHI et al., 2010; ITOH et al.,, 2004;
KENNARD & WOODRUFF-PAK, 2012; WANG et al.,, 2012; PERVAIZ &
HOFFMAN-GOETZ, 2012), dois estudos realizaram exercicio continuo de
intensidade alta em esteira para roedores (ROSA et al., 2007; WANG et al.,
2012) e um estudo realizou treinamento forcado de membros superiores
(COHEN et al., 2003).

As intensidades dos esfor¢cos continuos realizados em esteira variaram
de 11m/min a 26,8 m/min, com duracdo maxima de 60 minutos por dia, de
modo que as intervencdes apresentaram entre nove dias e seis meses de
duracdo. Os estudos que realizaram exercicio continuo em meio aquatico
apresentaram duracdo de 60 minutos por dia, foram realizados durante cinco
dias por semana e com tempo de intervengcdo que variaram de quatro a oito
semanas. O estudo que realizou o treinamento forcado de membros superiores
apresentou uma semana de duracdo e nesse periodo 0os membros superiores
dos animais foram imobilizados com gesso. Os estudos que realizaram corrida
voluntaria na roda apresentaram entre duas semanas e seis meses de
duracdo, onde os animais tinham acesso livre a roda de 14 horas/dia até 24
horas/dia.

Como resultados principais, os estudos que utilizaram a corrida
voluntaria na roda como protocolo de treinamento verificaram uma diminui¢ao
nas concentracdes de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interlecucina 1
beta (IL-1B), atenuacdo na morte neuronal, reducdo na perda neuronal
estriada, diminuigdo no volume da lesdo e elevacdo nos niveis de TNF-a. O
exercicio continuo de intensidade moderada em meio aquatico foi capaz de
restaurar os niveis de TNF-a, IL-1B e interleucina 10 (IL-10), além de provocar

reducdes nos niveis de INF-y e TNF-a. O exercicio continuo de intensidade



42

moderada em esteira aumentou os niveis de BDNF, a migracdo neuronal para
o estriado lesionado, recuperou astrécitos e a funcdo da tirosina hidroxilase e
dopamina, além de ter gerado aumentos no GDNF, CD200, expresséo de TrkB,
nos niveis de IL-6 no hipocampo, IL-13, TNF-a e o numero de linfocitos
intestinais, gerou melhoras na neurogénese no hipocampo.

Em contrapartida, o exercicio continuo de intensidade moderada em
meio aquético causou diminuicdo dos niveis de Oxido nitrico (ON) e CD11b,
supresséo da via de sinalizacdo p-MAPK, diminuicdo da expressao de TLR2,
TLR4, MyD88, NFkB p65, TLR4 mRNA, do volume e tamanho do infarto, da
infiltracdo de leucdcitos, da inflamacédo hipotalamica e ativacdo microglial, dos
niveis de TNF-a geral e no hipocampo, da expressao do receptor [32-
adrenérgico, preveniu a perda celular dopaminérgica e alternou o fenoétipo de
macrografos M1 para M2. O exercicio continuo de alta intensidade em esteira
aumentou o estresse oxidativo no cérebro, os niveis de citocinas inflamatorias
e diminuiu os niveis de INF-y.

Outra revisao de literatura de Ryan & Kelly (2016) sumarizou os estudos
gue examinaram os efeitos da mediacdo do exercicio sobre o MA, funcéo
cognitiva, neurogénese hipocampal e neuroinflamacdo em modelos animais
transgénicos do MA. Foram incluidos os estudos de Zhao et al. (2015), Lin et
al. (2015), Bo et al. (2014), Liu et al. (2013), Liu et al. (2011), Ke et al. (2011),
Moore et al. (2015), Yuede et al. (2009), Koo et al. (2013), Um et al. (2011),
Cho et al. (2003), Cho et al. (2015), os quais realizaram exercicio em esteira
para roedores e o0s estudos de Tapia-Rojas et al. (2015), Xu et al. (2013) Yuede
et al. (2009), Parachikova et al. (2008), Nichol et al. (2007), Revilla et al. (2014),
Marlatt et al. (2013), Garcia-Mesa et al. (2012), Rodriguez et al. (2011), Walker
et al. (2015), Adlard et al. (2005), Belarbi et al. (2011), Mirochnic et al. (2009),
que realizaram corrida voluntaria na roda. As intervengdes variaram entre 10
dias e nove meses de duracdo, com animais com idades variando entre seis
semanas até 24 meses. As intensidades dos esfor¢cos nos estudos em que os
animais realizaram exercicio continuo na esteira variaram de 5m/min a 32
m/min, com duragdo maxima de 60 minutos por sessdo de exercicio. Nos
estudos que utilizaram a roda de corrida, os animais tinham livre acesso a roda

por periodos que variaram de duas horas a 24 horas.
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Como resultados principais, o0s estudos que realizaram exercicio
continuo na esteira verificaram aumento da performance dos animais jovens e
idosos no teste de Morris Water Maze (MWM) e plasticidade sinaptica em
animais idosos, melhora na memoria de curto e longo prazo, aumento da
arborizacdo dentritica nas anidrases carbbnicas 1 (CAl) e 3 (CA3), na
alternancia espontanea e esquiva passiva e diminuicdo no numero de
plaquetas AB em animais jovens, da solugdo hipocampal das proteinas AB40 e
AB42 em animais jovens e idosos, da ativagcdo microglial em animais jovens e
idosos, da proteina ciclooxigenase (COX) e da caspaze-3, da fosforilacdo de
taurina (Tau), da expressao da proteina AB42 em animais adultos, da solugéo
cortical da solugéo das proteinas AB40 e AB42 e da expresséo da p-Tau205 no
cortex e hipocampo dos animais.

Os estudos que realizaram corrida voluntaria na roda encontraram
aumento da performance no teste de MWM, no nimero de neurdnios CA3 no
giro dentado (DG), na proliferacdo celular de bromodeoxiuridina (BrdU*) e na
razdo DCX*/BrdU*, da memdéria de reconhecimento, do volume hipocampal,
das citocinas IL-11, CXCL-1 e CXCL-2 mRNA, da sobrevivéncia celular, da
proliferacdo celular em HH3*, na alternancia espontdnea e nas razao
BrdU+/NeuN+ e diminuicdo na proteina acida fibrilar glial (GFAP*), nos
depdsitos de plaquetas e nos oligbmeros AR, nas células p-Tau*, das plaguetas
AB, da expressao de Tau e do mRNA hipocampal a3 e app hippocampal.

Outra recente revisdo de literatura realizada por Spielman e
colaboradores (2016) sumarizou os resultados de intervencdes com atividade
fisica e exercicio fisico sobre as modificacbes de respostas neuroimunes,
especialmente transtornos depressivos menores (TDM), esquizofrenia e MP
realizadas com humanos e animais. Vinte e oito estudos apresentam dados da
relacdo de respostas neuroimunes e exercicio fisico em animais. Nesses
estudos foram utilizados animais das linhagens BALB/c, Wistar, C57BL/6,
Sprague Dawley, CD-1, APP/PS1, A/J, AKR/J, C(3)H/HeJ, C57BI/6J,
C(3)Heb/FeJ, CBA/J, DBA/2J, SWR/J, C57L/J, C3Heb/FeJ, MRL/MpJ,
SPRET/Ei, CAST/Ei, Tg- NSE/htau23, C57BL/6N, Ps/2, além de ratos
selvagens e transgénicos.

No que se refere ao tipo de exercicio realizado, doze estudos utilizaram
corrida voluntaria na roda (YU et al., 2014; PIAO et al., 2013; KOHMAN et al.,
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2012; FUNK et al., 2012; AGUDELO et al.,, 2014; BELARBI et al., 2011,
GIBBONS et al., 2014; MARTIN et al., 2014; NICHOL et al., 2008; PUHL et al.,
2015; SUIJO et al., 2013 e TAPIA-ROJAS et al., 2016), onze estudos
realizaram exercicio em esteira rolante propria para roedores (UYSAL et al.,
2015; PACKER & HOFFMAN-GOETZ, 2015; KANG et al., 2013; KAWANISHI
et al., 2010; KAWANISHI et al., 2013; KEMI et al., 2002; KNAB et al., 2009;
LAU et al., 2011; LEEM et al., 2011, RADAK et al., 2013 e ZHAO et al., 2015),
trés estudos utilizaram natacdo (GYORKOS et al., 2014; LIU et al., 2013 e
PRESTES et al, 2015) e um estudo utilizou um treinamento em um
instrumento reticular redondo (YU et al., 2013).

Os estudos presentes nessa revisdo encontraram que, de modo geral, o
exercicio fisico foi capaz de melhorar a neurogénese, a potencializacdo
prolongada e a funcdo cognitiva, especialmente conhecimento e memoria,
aumentar as concentracdes de BDNF, VEGF e GDNF e gerar aumentos do
TNF- a e de apoptose hipocampal e no sentido oposto, foram capazes de
reduzir a concentracdo de citocinas inflamatoérias como as interleucinas 1 e 10,
a proliferacdo da microglia e o numero de migréglias M1 e astrdcitos ativados,
a neurotoxicidade induzida por trimetil-estanho no hipocampo, gerar menores
deposicdes de peptideos beta amiloides no cértex e hipocampo e reducdes nas

concentragfes de Oxido nitrico sintetase.

2.2.2. Efeito do exercicio fisico sobre o 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 patoldgicas, como a sepse (ANGUS et al., 2001), leséo
pulmonar aguda (GONCALVES et al., 2012), inflamacao no figado (PEPPLER
et al., 2016), neuroinflamacéo e neurodegeneracéo (LITTLEFIELD et al., 2015),
entre outras, ele tem sido estudado para testar diversas terapias contra essas
disfungdes, principalmente em modelos animais. Seus efeitos deletérios ao
organismo se ddo, em grande parte, devido a uma resposta pro-inflamatéria
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 a nivel tecidual especifico (ANGUS & VAN
DER POLL, 2013).
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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 doenga 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 doencas, e a grande maioria delas,
estdo associados a inflamacdo sistémica de baixo grau, como € 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 disfuncdes, pois sabe-se que a atividade
fisica, principalmente o exercicio fisico tem um efeito agudo e crénico anti-
inflamatorio (PETERSEN & PEDERSEN, 2005). Com isso em mente, €
razoavel hipotetizarmos que efeitos crénicos da atividade/exercicio fisico tém
grande chance de influenciar a imunomodulacdo do organismo, de modo a
protege-lo contra os efeitos deletérios do LPS.

Devido a esse fato, alguns estudos estdo utilizando a atividade
fisica/exercicio fisico na prevencdo ou tratamento de diversas disfuncdes
associadas a inoculacdo de LPS em modelos animais. Realizou-se uma
revisdo sistematica 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
fisica/exercicio fisico em organismos submetidos ao LPS in vivo. Foram
localizados apenas 13 estudos, onde 12 administraram o LPS apdés 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 (injecéo de solucao salina, 10 mL/kg de peso
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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 sessfes de 30 minutos durante o primeiro dia e duas sessfes de
30 minutos no segundo e terceiro dia apods injecédo do LPS.

Como resultado principal, os célculos das proporcdes de sobrevida
revelaram que 12,5% e 50% dos animais sedentarios 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 sedentério, 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 os 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 exercicio fisico (EF) induz o
transporte de lipidios da gordura endégena para o sangue e figado, de modo a
utiliza-la como fonte de energia. Por fim, mMRNA da PGC-1a (uma enzima chave
no metabolismo de gordura) e seus niveis proteicos estavam menores em
todos os grupos de LPS sedentarios em comparacdo ao grupo controle
sedentario. Em contrapartida, todos o0os grupos exercitados estavam com
valores mais elevados. Os autores concluiram que o exercicio de baixa

intensidade durante a fase aguda da sepse melhorou o metabolismo lipidico e
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a sobrevivéncia de camundongos com sepse induzida por LPS, estimulando a
expressdo de PGC-1a. Ainda, os autores salientaram o ineditismo do estudo,
pois foi o primeiro a demonstrar que o exercicio na fase aguda apdés o inicio da
sepse pode exercer efeitos terapéuticos sobre sua fisiopatologia. A figura 6 foi
retirada do estudo citado acima (IRAHARA et al., 2016) e exemplifica o
percentual de sobreviventes até 72 horas apos inducdo do LPS, em

comparacao aos diferentes grupos experimentais.
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Figura 6. Relagao entre o percentual de sobreviventes (eixo “y”) e o tempo em
horas apds a indugdo de LPS (eixo “x”) nos diferentes grupos experimentais
(Fonte: 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 sedentario e exercitado, baixa dose de LPS
exercitado e sedentério, 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 disfungdes inflamatérias desencadeadas por LPS.
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Referindo-se aos estudos sobre a influéncia do treinamento fisico prévio
a administracdo do LPS, verificou-se que sao 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 crénico do exercicio fisico/atividade fisica na
prevencdo de disfungcdes associadas ao LPS (CHEN; CHEN; JEN, 2010;
GONGCALVES et al., 2012; HUEY & MEADOR, 2008; 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) e dois focaram no efeito
agudo de uma sessdo de exercicio fisico/atividade fisica sobre o LPS
(ISHIZASHI et al., 1995; KATO et al., 2006).

Dos 10 que consideraram o efeito crbnico, 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 o 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 instilagcdo intratraqueal (este ultimo
levando em conta que os autores injetaram 0,2 mg de LPS nos animais,
independentemente do peso, € 0s animais pesavam 20 e 25 gramas)

(GONCALVES et al., 2012). Ja no que se refere aos animais, a maioria utilizou
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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).

J& 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 estas 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) néo
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 que 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 conclusdo que o exercicio continuo de baixa intensidade é
suficiente para diminuir a inflamagéo pulmonar durante a lesdo pulmonar
aguda. No mesmo sentido, Chen, Chen e Jen (2010) foram os Unicos a realizar
estudo com exercicio continuo de intensidade moderada. Foi verificado que 60

minutos de corrida em esteira a 60% do VO2amax realizado em cinco dias da
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semana, por oito semanas melhorou o perfil inflamatério e as respostas imunes
induzidas pelo LPS.

O estudo de Kato et al. (2006) foi o unico a verificar o efeito agudo de
uma sessao de exercicio fisico sobre citocinas pré-inflamatérias apés a
administracdo de LPS. Os autores concluiram que uma hora de exercicio de
baixa intensidade realizado em esteira inibiu a producéo do TNF-a induzido por
lipopolissacarideo administrado imediatamente apds a sessdo, mas nao
influenciou nos niveis de IL-6.

Em relacdo aos estudos sobre atividade fisica, todos foram feitos com
atividade voluntario com rodinha livre, sendo que cinco deles reportaram efeito
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 ndo encontraram associacdo (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 apOs o inicio da intervencao.
Chegaram ao resultado que o LPS reduziu o nimero de novos neurdnios em
animais velhos e sedentérios, porém a atividade fisica preveniu esse
decréscimo. Além disso, os camundongos velhos exercitados aumentaram a
proporcao de micrdglia co-rotulada com BDNF, indicando a promocao de um
fendtipo neuroprotetivo na microglia. Por fim, concluiram que a atividade fisica
pode proteger contra reducdes na neurogénese hipocampal induzidas por
inflamacéo 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. Os autores concluiram que 24
horas apds a administracdo de LPS houve aumento cerebral de TNF-a, IL-1 e
MRNA da IL-10, IL-6 e da indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), os quais ndo
foram influenciados pela atividade fisica. Uma possivel explicacdo para essa
diferenca entre os estudos é 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
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Martin et al. (2014) teve um grupo de camundongos jovens e nao encontrou 0s
mesmos resultados. Ademais, nos grupos de animais velhos dos trabalhos de
Martin et al. (2013) e Matrtin et al. (2014), os desfechos cerebrais pesquisados
foram citocinas inflamatorias, j& 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 inflamatoria cerebral mediada por
citocinas, mas beneficie a arquitetura cerebral através de prevencbes da
neurodegeneracao.

Outro orgao-alvo pesquisado foi o figado, onde o estudo de Martin et al.
(2014) ndo encontrou associacdo 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 sinalizagdo de IL-6
induzida por LPS e a expressdo do mRNA de outros marcadores inflamatérios
(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 apds um periodo de
tempo longo (i.e.: 24h), onde elas ja deveriam estar naturalmente mais baixas.
Para conseguir observar essa relagdo positiva, Peppler et al. (2016)
administrou 2 mg de LPS/kg e analisou o figado seis ou 12 horas apos o LPS,
indicando que para observarmos os efeitos positivos da atividade fisica no
figado apos injecdo de LPS é necessario que uma gquantidade maior dessa
endotoxina seja administrada e que periodos menores do que 24 horas sejam
utilizados.

Houve dois estudos que ainda verificaram a influéncia da atividade sobre
parametros da inflamacao sistémica de animais submetidos ao LPS. Peppler et
al. (2016) conduziu um estudo que objetivou verificar o efeito crénico da
atividade fisica e encontrou que a intervencdo nao influenciou parametros
inflamatorios sistémicos (niveis de IL-6 e a expressdao do mRNA do TNF-q,
quimiocina CCL2, éxido nitrico sintetase induzivel, IL-10 e IL-1B). 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 concentragcdes séricas de IL-1 e IL-6 no grupo

AF estavam menores que o grupo sedentario 2h depois do LPS, indicando que
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o efeito agudo sistémico da atividade fisica € anti-inflamatorio, mas, pela falta
de intensidade e volume, esse efeitos sistémicos ndo se tornem crénicos, como
mostrado na falta de associagao 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 puderam
aumentar as proteinas de choque térmico no muasculo esquelético, que
ajudardo na protecao deste tecido, e os niveis plasmaticos e musculares de IL-
6, lembrando que a IL-6 na musculatura esquelética tem carater anti-
inflamatério (BRANDT & PEDERSEN, 2010).

Peppler et al. (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 teve resultados negativos foi Rowsey et al. (2006), o
qual verificou a influéncia de 8 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 inflamatérias (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
administracdo do LPS encontrados na literatura cientifica.

Por fim, constata-se a pouca producao cientifica relacionando efeitos
agudos e crbnicos do exercicio/atividade fisica sobre as modificacGes
inflamatorias e imunoldgicas de organismos submetidos ao LPS. Além 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 for¢a, treinamento anaerobio
ou exercicio intermitente de alta intensidade. Finalmente, espera-se que novos
estudos utilizem a temperatura corporal como desfecho principal, pois uma das

alteracdes caracteristicas da resposta imune é a modificacdo desta variavel e o
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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 lipopolissacarideo (LPS).

Estudo Tipo de Modelo de N/Animais/ Origem/ dosagem do Principais resultados Concluséo
intervencdo | treinamento idade LPS/ via de (+,=o0u-)
(duracéo) administracéo/
momento
Gongalves EF Exercicio de 32/ BALB-c Escherichia coli/ 200ug EF protegeu os O EF pode
et al. baixa machos/ NR por animal/ instilacao pulmdes do efeito modular o
(2012) 5 semanas intensidade intratraqueal/ 48h apés | inflamatério da lesdo | balanco pro/anti-
(60 min de Ultima sesséo de EF pulmonar aguda inflamatério e
caminhada a induzida por LPS, oxidativo/
50% da vel. parcialmente pela antioxidativo nas
maxima, 3 expresséao de fases iniciais da
dias na citocinas anti- lesdo pulmonar
semana) inflamatérias e aguda
enzimas (+)
antioxidantes
Chen; EF Exercicio de 8-10/ Escherichia coli/ 5mg EF aumentou o nivel | O EF aumentou
Chen; Jen intensidade C57BL/6NCrj por kg/ injecédo de mRNA da enzima a expressao
(2010) 8 semanas moderada machos/ 7 intraperitoneal/ 48h MKP-1 (ainti- basal de MKP-1
(60 min de semanas apos ultima sesséo de inflamatéria) em em macréfagos,
corrida em EF macréfagos acelerou a
esteira (60% peritoneais, diminuiu regulacéo
VO2max), 5 o nivel basal da positiva de MKP-
dias/semana MAPK p38 (pré- 1 induzida por
inflamatoéria), LPS e afetou as
aumentou a respostas
imunocoloracdo em | imunes induzidas
macréfagos, por LPS.
diminuicdo dos (+)
niveis séricos de IL-
6, TNF-a e menor
infiltracdo de
leucdcitos na
cavidade peritoneal
depois do LPS
Ramos et EF Exercicio de 40/ BALB/c Escherichia coli/ 2,4mg | EF reduziu os niveis EF inibe
al. (2010) baixa machos/ NR por kg/ instilacéo de 6xido nitrico inflamacgéo
6 semanas | intensidade intranasal/ 24 horas exalado, diminuiu o neutrofilica
(60 min de apos a Ultima sessdo | volume de neutrdéfilos | pulmonar, mas
natacdo sem de EF na lavagem nado remodela e
carga broncoalveolar e no | nao influencia na
adicional, 5 parénquima mecanica
dias/semana pulmonar, mas ndo pulmonar
modificou a prejudicada, na
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diminuicao da
resisténcia tecidual

les&o pulmonar
aguda induzida

pulmonar e por LPS
proporcao (+)
volumétrica de fibras
elasticas
Kato et al. EF Exercicio de | 22/ 8 BALBI/c Actinobacillus O EF inibiu a Sugere-se que 0
(2006) baixa fémeas e 14 | actinomycetemcomitans | producdo do TNF-a EF tenha uma
Efeito intensidade C57BL/6 Y4 e Porphyromonas induzido por acdo defensiva
agudo (1 hora de fémeas/ 5 gingivalis ATCC 33277/ lipopolissacarideo, contra o choque
esteira a uma semanas 20 ug por animal/ mas nao influenciou por endotoxina.
velocidade de injecao intraperitoneal/ nos niveis de IL-6 (+)
5 rotac¢des imediatamente ap6s o
por minuto EF
Huey & AF AF em roda 7-10 animais Escherichia coli/ 0,83 Os niveis AF pode
Meador livre para por grupo, 8 mg por kg/ injecao plasmaticos e na aumentar as
(2008) 2 semanas roedores grupos/ intraperitoneal/ ao final musculatura PCT no musculo
camundongos da intervencao esquelética de IL-6 esquelético
IL-6-/- dos animais IL-6+/+ (protegem os
(Jackson labs submetidos ao LPS tecidos) e os
strain foram maiores no niveis
B6.129S6- grupo da roda livre plasmaticos e
[16tm1Kopt/ ) do que no grupo musculares de
machos e sedentério. Essa IL-6
Camundongos diferen(}a nao foi (+)
IL-6+/+ encontrada no
(C57BL/6J)/ 3 musculo cardiaco.
meses Nos animais IL-6+/+
e -/-, o treinamento
aumentou 0s niveis
de Hsp25, af3-
crystallin e Hsp72 no
musculo esquelético,
mas ndo no musculo
cardiaco, com
excecao dos animais
IL-6-/- referentes a
Hsp72 que tiveram
niveis maiores na
musculatura
cardiaca
Littlefield AF AF em roda 42 (21 NR/ 250 pg por kg/ LPS reduziu o AF pode
etal. livre para adultos e 21 injecao intraperitoneal/ ndamero de novos promover um
(2015) 9 semanas roedores velhos)/ 37 dias ap0s o inicio da neurdnios em fenétipo
C57BL/6 intervencao animais velhos neuroprotetivo
machos/ 4 sedentarios, AF na microglia e
meses preveniu esse proteger contra
(adultos) e 22 decréscimo. AF reducdes na
meses aumentou a neurogénese
(velhos) proporcéo de hipocampal

micréglia co-rotulada
com BDNF em

induzidas por
inflamacgé&o no
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animais velhos

cérebro
envelhecido

(+)

Martin et
al. (2013)

AF

10
semanas

AF em roda
livre para
roedores

206/ C57BL/6
machos/ 19
meses

Escherichia coli/ 0,02
ou 0,08 ou 0,16 ou 0,33
mg por kg/ injecao
intraperitoneal/ ao final
da intervencao

AF ndo protegeu
contra os efeitos do
LPS na anorexia,
adipsia, perda de
peso e reducdo da

atividade locomotora.

24 horas pos LPS,
houve um aumento
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
nao foram
prevenidos com AF

AF ndo reduziu
0s sintomas
clinicos da
administragéo de
todas as doses
de LPS, nem as
expressoes
génicas cerebral
e periférica das
citocinas pro-
inflamatérias 24
horas pos
injecao.

=)

Martin et
al. (2014)

AF

30 dias
(adultos) e
70 dias
(velhos)

AF em roda
livre para
roedores

80 (40
adultos e 40
velhos)/
C57BL/6
machos/ 4
meses
(adultos) e 19
meses
(velhos)

Escherichia coli/ 0,83
mg por kg (adultos) e
0,33 mg por kg nos
velhos/ injecéo
intraperitoneal/ ao final
da intervencao

AF ndo exerceu
efeito sobre os
sintomas do LPS
(anorexia, perda de
peso, aumento da
imobilidade no teste
de suspensao pela
cauda e diminuicédo
na preferéncia pela
sacarose). 4h
(adultos) e 24h
(velhos) pés LPS,
obteve-se um
aumento no TNF-a,
IL-1B3, IL-6 e IDO no
cérebro

AF ndo afetou a
resposta neuro-
inflamatérias e
as
consequéncias
comportamentais
da administracéo
de LPS em ratos
jovens e velhos

=)

Peppler et
al. (2016)

AF

10
semanas

AF em roda
livre para
roedores

80/ C57BL/6
machos/ 8
semanas

Escherichia coli/ 2 mg
por kg/ injecdo
intraperitoneal/ ao final
da intervencao

AF atenuou o
aumento de massa
gorda corporal e
epididimal, melhorou
a tolerancia a glicose
e ainsulina, e
aumentou as PCT
hepaticas. Diminuiu
a sinalizacéo de IL-6
induzida por LPS e a
expressdo do mRNA
de outros
marcadores
inflamatérios (TNF-q,
quimiocina CCL2,
6xido nitrico
sintetase induzivel,

Fornece novas
evidéncias de
que a AF protege|
contra a cascata
inflamatéria
induzida pelo
LPS no figado e
gue esses
efeitos podem
ser mediados via
HSP70/72.

(+)
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IL-10 e IL-1B) no
figado, mas nao de
forma sistémica. Em
paralelo, aumentou-
se o conteudo da
proteina hepatica
HSP70/72, que
protege contra
desafios
inflamatorios

Peppler et
al. (2017)

AF

10
semanas

AF em roda
livre para
roedores

40/ C57BL/6J
machos/ 8
senanas

Escherichia coli/ 2 mg
por kg/ injecdo
intraperitoneal/ ao final
da intervencao

AF atenuou o ganho
de massa do tecido
adiposo epididimal
(eWAT) e do tecido
adiposo subcutaneo
inguinal (IWAT),
melhorou a
tolerancia a glicose,
aumentou 0s
marcadores de
biogénese
mitocondrial em
IWAT e eWAT e
aumentou o teor de
proteina UCP-1 em
IWAT. No iIWAT,
diminuiu a expressao
de mRNA de TNF-q,
MCP-1 e folistatina,
junto com a
fosforilacéo de
STAT3. AF teve um
efeito principal na
reducdo da
expressdo de mRNA
de IL-1b, IL-6 e
SOCS3 no iIWAT. No
eWAT, o efeito
principal foi na
reducédo da
expressdo de mRNA
de IL-1b, MCP-1, IL-
6 e folistatina.

AF pode atenuar
a resposta
inflamatéria

induzida por LPS

no tecido
adiposo e isso
ocorre em maior
extensdo no

IWAT comparado

com o eWAT.

)

Rowsey et
al. (2006)

AF

8 semanas
e 3 dias

AF em roda
livre para
roedores

64/ Ratos
Sprague
Dawley
fémeas/ 45
dias

Escherichia coli/ 50 ug
por kg/ injecdo
intraperitoneal/ ao final
da 82 semana

Enquanto que os
sedentarios tiveram
uma diferenca de
temperatura de
+0,6°C, os treinados
tiveram de +1,2°C

AF aumentou a
resposta febril e
levou a um
aumento nos
efeitos
pirogénicos do
LPS
Q)
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Ishizashi
et al.
(1995)

AF 120 minutos 19/ Escherichia coli/ 0,2 mg | 2 dos 9 animais do AF aumentou o
de AF em camundongos por animal/ injecdo grupos AF tempo de
Efeito roda ICR fémeas/ intravenosa/ sobreviveram, sobrevivénvia e
agudo voluntaria 5 semanas imediatamente apés a enquanto que os 10 a chance de
AF [7 dias antes, animais do grupo sobreviver de
administrou-se uma sedentario animais
injecdo intraperitoneal morreram. A média submetidos ao
da bactéria de tempo de LPS e isso pode

Propionibacterium
acnes inativada (1 mg
de peso molhado por

animal)]

sobrevivéncia entre o
grupo AF (n=7) foi de
10,75+4,51h,
enquanto que no
grupo controle
(n=10) foi de
3,3+1,34h. As
concentracdes
séricas de IL-1 e IL-6
no grupo AF
estavam menores
gue 0 grupo
sedentario 2h depois
do LPS

ter acontecido,
parcialmente,
devido a menor
producéo de IL-1
elL-6
(+)

N: nimero 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 producéo de IL-6; IL-

6+/+: camundongos com producdo normal de IL-6; PCT: proteinas de choque térmico

2.3. Testes comportamentais em animais e suas relacdes com o exercicio
fisico

Diversos modelos experimentais com animais vém sendo utilizados
desde o século XIX com o intuito de mimetizar condi¢bes patoldgicas que
acometem humanos, visto que algumas doencas que afetam principalmente o
SNC e outras areas do corpo humano, sao de dificil acesso ou sua
manipulacdo se torna inviavel ou impossivel em sujeitos vivos (FUNCHAL &
DANI, 2014). Nesse sentido, a utilizagdo de modelos experimentais animais foi
de fundamental importancia para a ciéncia, de modo que estudos com analises
histol6gicas profundas e testes comportamentais mais complexos puderam
auxiliar os pesquisadores no descobrimento dos mecanismos fisiopatologicos
das doencas.

A andlise de parametros comportamentais de animais vem sendo
amplamente utilizada por pesquisadores no sentido de verificar a extensao dos

danos causados por determinada condi¢cdo patolégica. Dentre os parametros
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fisicos mais avaliados estdo a memoria e locomocao dos animais (ANTUNES &
BIALA, 2012; BASSO et al., 1995; BROWN et al., 2001).

O teste comportamental de campo aberto foi originalmente criado por
Hall em 1934, em que o pesquisador avaliava a quantidade de fezes e urina
produzida pelos animais no sentido de indicar diferencas em parametros
emocionais dos mesmos. Posteriormente, esse teste foi utilizado para avaliar
as alteracbes comportamentais induzidas por intervengcdes como o choque
eletroconvulsivo ou a administragcdo de drogas psicotropicas e em 1977 a
realizacdo do teste foi qualificada, de modo que o local de realizacdo do
experimento foi dividido em quadrantes centrais e periféricos e 0s animais que
passassem mais tempo na regido central eram considerados menos ansiosos e
mais “exploradores” que os animais que optavam por caminhar na periferia
(ROYCE, 1977).

Atualmente o teste é realizado em uma caixa sem tampa, de madeira,
acrilica ou de vidro, medindo 56 cm x 40 cm x 30 cm, com o chéo dividido em
12 quadrantes iguais, medindo 12 cm x 12 cm cada um. O teste tem duragéo
de 5 minutos e séo avaliados os seguintes parametros: nimero de quadrantes
cruzados pelos animais (periféricos e centrais), tempo em que 0S animais
permaneceram nos quadrantes centrais, numero de rearings (elevacdo das
patas dianteiras) realizados e a quantidade de fezes e urina deixada pelos
animais na caixa, quando houver (CARVALHO et al., 2016). O tempo de
realizacdo do procedimento, as dimensdes da caixa e 0s parametros avaliados
podem variar de acordo com o protocolo utilizado. A figura 7 apresenta de
forma ilustrativa o local de realizagéo do teste de campo aberto.

light level 365 lux

Figura 7. Imagem ilustrativa do teste de campo aberto (Fonte: dominio publico).
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O teste de memoria de reconhecimento de objetos tem sido amplamente
utilizado pelos pesquisadores em modelos animais de epilepsia, EM, MP, MA,
depressao e ansiedade (LEGER et al, 2013; HANSEN et al., 2010;
BERTAINA-ANGLADE et al., 2006, ZHANG et al., 2012), entre outros, ja que
esses protocolos fornecem informacdes importantes sobre o reconhecimento
de estimulos e sobre o comportamento natural adotado pelos roedores quando
colocados em um local novo (ENNACEUR & DELACOUR, 1988). Inicialmente
esse teste foi planejado para ser realizado em uma caixa de madeira aberta
medindo 65 x 45 x 65 centimetros (ENNACEUR & DELACOUR, 1988) porém
atualmente sédo usados diferentes materiais com cores e formatos diversos,
apesar disso, a forma do equipamento de teste mais usado ainda é o
retangular ou quadrangular (ANTUNES & BIALA, 2012). A figura 8 representa

de forma ilustrativa esse teste.

Treino Teste

Figura 8. llustracdo do teste de memdria de reconhecimento de objetos. A figura a demonstra

o treino e a figura b o teste. Fonte : o autor.

No estudo de Carvalho et al. (2016), os pesquisadores descreveram que
utilizaram uma caixa de madeira sem tampa, com dimensdes de 30 x 30 x 30
cm, sendo um pouco menores das quais o teste foi inicialmente planejado. Trés
paredes da caixa foram pintadas de preto e uma era de material acrilico, com o

chao coberto por folha de acetato de vinil etilico. Os pesquisadores utilizaram
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uma lampada com intensidade de 40 lux, a qual ficou posicionada 60 cm acima
do equipamento, de modo a fornecer iluminacdo constante durante a realizacéo
do teste, juntamente com o ar-condicionado que garantiu um isolamento sonoro
do local de realizagdo do experimento. Foram utilizados blocos de tijolo de
plastico, nas cores branco vermelho e azul, que apresentavam formato
retangular, de piramide e em forma de escada, de modo que entre cada teste,
0s objetos e a lampada eram limpos com alcool a 30%.

Foram realizadas trés sessfes com o0s animais: 1) habituacdo, 2)
treinamento e 3) teste, cada um deles com a duracédo de 10 min. Primeiramente
0s roedores realizavam a sessao um e retornavam para suas gaiolas. Vinte e
quatro horas apds era realizada a sessdo dois, em que dois objetos iguais
eram apresentados aos animais (objeto A), e o tempo de exploragcdo que
correspondia ao toque do nariz do animal ou da aproximacdo do mesmo ao
objeto (uma distancia menor que dois cm) foi gravado com através de dois
crondmetros. Ficar sentando ou escalar a caixa ndo eram considerados
movimentos de exploracéo. A sessao trés foi realizada 24 hs apds a sessao 2.
No teste, os animais foram recolocados na caixa e um dos objetos familiares
(isto é, o objeto A) foi substituido por um novo objeto (isto é, objeto B). O tempo
gasto explorando o objeto familiar e os novos objetos foram computados. Para
saber o resultado final do teste os pesquisadores realizaram um célculo
considerando a diferenca de tempo gasto explorando o objeto novo (B) e o
objeto familiar (A) x 100 dividido pela soma do tempo gasto explorando o
objeto novo (B) e o familiar (A), e utilizaram isso como um parametro cognitivo
([(TobjetoB - TobjetoA) / (TobjetoB + TobjetoA)] / 100).

Adicionalmente, estudos tem mostrado que o exercicio fisico atua de
forma positiva sobre a memdéria e debilidades fisicas de pacientes com
doencas neurodegenerativas, através do aumento da nheurogénese,
plasticidade hipocampal, aumento das neurotrofinas cerebrais como o BDNF e
GDNF, alem de melhoras em parametros fisicos como mobilidade, equilibrio,
diminuicao da rigidez articular, entre outros aspectos (PAN et al., 2017; DUZEL;
VAN PRAAG; SENDTNER, 2016; SCHIMIDT et al., 2014, CHANG et al., 2012).

Em virtude disso, alguns estudos buscaram avaliar parametros
comportamentais de animais submetidos a protocolos de exercicio fisico e

verificar quais os efeitos dessas intervences sobre a memoria e locomocao
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dos mesmos. O estudo de Costa et al. (2017) realizou uma intervencéo de 14
dias com ratos wistar machos que se exercitaram em esteira motorizada para
roedores, uma vez por dia, durante 30 minutos a 20 cm/s. Os animais desse
estudo foram divididos em quatros grupos experimentais, onde metade deles
recebeu uma injecdo de oxidopamina, que é um composto organico sintético
neurotéxico, o qual gera um quadro de destruicdo dos neurdnios
dopaminérgicos e consequentemente simula a doenca de Parkinson.

Os pesquisadores desse estudo encontraram resultados positivos no
teste de campo aberto, onde animais exercitados apresentaram uma
recuperacado parcial da mobilidade em comparacdo com 0s que nao realizaram
exercicio.

Na mesma dire¢do, Vianna e colaboradores (2017), encontraram que
animais que realizaram exercicio continuo de intensidade moderada na esteira
e que receberam wuma injecdo de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina), que é uma neurotoxina que provoca sintomas da doenca de
Parkinson, apresentaram performances cognitivas/motivacionais normais em
comparacdo com seus pares sedentarios. Ao mesmo tempo, exibiram
expressdo normal do receptor transmembranar da imunoglobulina (RAGE),
além de neuroprotecédo sobre a regulacao do gene DJ-1 no cértex frontal.

Outros trés recentes estudos investigaram os efeitos do exercicio fisico
sobre parametros neuronais, através da realizacdo de testes comportamentais.
No estudo de Lu et al. (2017), os pesquisadores dividiram 0s animais em
quatro grupos experimentais (grupo controle, grupo de estresse traumético,
grupo estresse traumatico + exercicio e grupo estresse traumatico + droga -
clonazepan).

Os animais do grupo exercitado efetuaram um treinamento em esteira
motorizada propria para roedores, onde iniciaram o protocolo em uma
intensidade de 9 m/min, por 10 minutos, onde o principio da sobrecarga foi
aplicado, de modo que na sexta semana 0S animais correram por um periodo
de 60 minutos a 15 m/min. Através do teste de campo aberto, puderam
constatar que 0s animais exercitados realizaram um numero maior de
cruzamentos, especialmente no quadrante central e de rearings em

comparagcao com o grupo sedentario.
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Adicionalmente, Cevik, Sahin e Tamer (2018), em seu estudo com 32
ratos wistar machos, submeteram os animais a um protocolo de 14 dias de
isolamento social seguidos por quatro semanas de exercicio, realizados cinco
dias na semana, com duracao de 20, 50, 50 e 60 minutos, da primeira a sexta
semana, respectivamente. Os pesquisadores ndo encontraram diferencas na
memoria e no aprendizado, entretanto o exercicio fisico foi capaz de reduzir o
nivel de ansiedade dos roedores.

Os achados de Sosa et al. (2015) deixam clara a importancia da
realizacdo do exercicio fisico para quadros neurodegenerativos e a
necessidade de utilizacdo de testes comportamentais para avaliar a extensao
dos danos, ja que nesse estudo verificaram que oito semanas de exercicio
fisico de intensidade moderada (9—13 m/min, por 30 min, durante cinco dias por
semana) em ratos wistar machos com isquemia cerebral por reperfuséo
puderam reverter completamente as altercbes na atividade motora dos

mesmos.

2.4. Acetilcolinesterase (AChE) e sddio potassio ATPase (Na*K*-ATPase)

O sistema nervoso dos seres vivos € responsavel por processar e
armazenar as informagdes, tanto do meio interno como do meio externo do
corpo. Esse esta dividido em sistema nervoso central (SNC), que engloba o
encéfalo e a medula espinhal e o sistema nervoso periférico (SNP) que
compreende 0s nervos e ganglios nervosos (BEAR, 2002), sendo subdividido
em sistema nervoso periférico visceral e somatico. A parte eferente do
sistema nervoso visceral esta subdividida em sistema nervoso periférico
autdbnomo simpatico e parassimpatico.

Para que a informacdo seja levada até o seu local de destino, é
necessario que existam neurotransmissores, 0s quais sdo as substancias
responsaveis por realizar a conexdo entre dois ou mais neurénios, de modo a
realizar a sinapse (BEAR, 2002).

Eles podem ser da ordem dos neurotransmissores excitatorios
(glutamato, adrenalina, acetilcolina, serotonina e dopamina) ou inibitérios
(GABA, endorfina, dopamina e serotonina). Para que uma sinapse nervosa
ocorra, 0S neurotransmissores serdo liberados na fenda sinaptica, de modo a

estimular ou inibir o neurénio pés-sinaptico (BEAR, 2002).
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O primeiro neurotransmissor identificado no organismo foi a acetilcolina
a qual age nas juncbes neuromusculares esqueléticas, gerando as contracfes
musculares, nas sinapses entre o nervo vago e as fibras musculares, gerando
uma resposta inibitéria, representada pela brade cardiaca, nas sinapses do
sistema motor visceral, controlando o sistema nervoso parassimpatico, além de
agir em diversos sitios do SNC, controlando a atencdo, aprendizado e
memoria.

A sintese de acetilcolina acontece a partir da acetilcoenzima A (Acetil
CoA) e da colina, em uma reacao catalisada pela colina-acetiltransferase. A
colina esta presente no plasma e € captada pelos neurdnios colinérgicos a
partir de um transportador de colina. Apds a sintese, catalisada pela colina-
acetiltransferase, ela é envolvida em vesiculas, através de transportadores
vesiculares de acetilcolina. A vesicula passa entdo a ser estocada e fica a
espera de um estimulo, o qual ocorre através do potencial de acédo. Apos o
estimulo, a vesicula se funde e libera acetilcolina na fenda sinaptica, que iréa
agir em seus receptores (BEAR, 2002).

Em muitas sinapses colinérgicas, a acdo pos-sinaptica da acetilcolina
ndo ¢é encerrada pela recaptacdo como ocorre com 0s demais
neurotransmissores e sim, por uma poderosa enzima de hidrélise denominada
acetilcolinesterase. Essa enzima encontra-se aderida a célula pré-sinaptica e é
degradada pela acetilcolina em &cido acético e colina. A colina por sua vez,
sera recaptada pelo terminal axonal colinérgico e ressintetizada na forma de
acetilcolina, recomecando esse ciclo (BEAR, 2002).

Para receber a acetilcolina, existem receptores colinérgicos, os quais
podem ser do tipo metabotrépicos ou ionotrépicos, no entanto, a acetilcolina
nao € o Unico ligante desses receptores. A nicotina apresenta grande afinidade
pelo receptor ionotrépico e a muscarina, pelo metabotrépico. Dessa forma,
essas substancias sao ligantes agonistas dos receptores e estes, por sua vez,
recebem o nome de seus agonistas: receptores colinérgicos nicotinicos e
muscarinicos (BEAR, 2002).

Os receptores nicotinicos apresentam um canal ibnico dependente de
ligante, de modo que por eles passam principalmente os ions sodio (Na*).
Esses receptores estdo presentes nos ganglios autondmicos e nas juncdes

neuromusculares.
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O outro tipo de receptor colinérgico, o muscarinico, € metabotrdpico, ou
seja, € considerado um receptor acoplado a proteina G. Esse tipo de receptor
esta subdividido em 5, de M1 até M5. Os impares (M1, M3 e M5) agem via Gq,
gerando uma resposta excitatéria e os pares (M2 e M4), agem via Gi, a via que
inibe a adenilciclase, gerando uma resposta inibitéria. Os receptores nicotinicos
e muscarinicos podem ser encontrados no coragdo, musculo liso e nas
glandulas enddcrinas.

ApGs promover a entrada de ions, no caso dos receptores ionotrépicos
ou gerar uma cascata de sinalizacdo, no caso dos metabotropicos, a
acetilcolina ligada no receptor, entra na fenda sinaptica via endocitose,
formando um endossomo primario, o qual apresenta dois destinos: ser digerido
ou ser separado em receptor e acelticolina, sendo que o receptor retorna a
membrana pdés-sindptica e a ACh que ficou no citosol da célula pés-sinaptica &
degradada em um lisossomo. A acetilcolina que permanece na fenda sinaptica
€ degradada pela enzima acetilcolinesterase em colina e acido acético. A
maioria da colina resultante, é liberada no terminal axonal colinérgico e
ressintetizada na forma de acetilcolina (BEAR, 2002). A sintese de acetilcolina

esta representada abaixo na Figura 9.
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Figura 9. Representacao da sintese de acetilcolina (Fonte: BEAR, 2002).

A ACh esta relacionada com a ocorréncia de algumas patologias como o
mal de Alzheimer visto que essa doenca gera uma degradacdo de neurbnios
diminuindo a atuacdo desse neurotransmissor, o qual € degradado pela acao
das enzimas. No tratamento do Alzheirmer, sGo comumente utilizados os
medicamentos inibidores de acetilcolinesterase, chamados também de
anticolinesterasticos, de forma que sua utilizacdo evita a degradacdo de ACh
(PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011; MUFSON et al., 2008).

A doenca de Huntington, a qual € responsavel pela morte de células
cerebrais, gera impulsos involuntarios nos sujeitos por ela acometidos e tais
movimentos podem ser explicados pela reducdo na sintese de acetilcolina
(CICHETTI et al., 2000).

Outra enzima importante na transmissdo dos impulsos nervosos é a
Saodio potassio ATPase (Na*, K* ATPase). Essa enzima foi inicialmente
descoberta por Jens Christian Skou, ha 60 anos (SKOU, 1957). Ela € composta
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por duas subunidades equimolares: a subunidade alfa, que possui uma massa
molecular de -113 kDa e a subunidade beta, a qual possui uma massa
molecular total de 55 kDa (JORGENSEN, 1992). Adicionalmente outra
subunidade menor foi identificada: a gama, que também é conhecida por
FXYD2, que possui um peso molecular 14 kDa e é conhecida por aumentar a
atividade da Na*K*-ATPase com o ATP, fazendo com que a atividade da
bomba de sddio e potassio seja regulada (THERIEN et al; 1997; THERIEN et
al; 1999; GEERING, 2006).

As subunidades alfa apresentam as isoformas al, a2 e a3, as quais
realizam atividades importantes no organismo humano. A isoforma al esta
presente na maioria dos tecidos, enquanto a isoforma a2 é predominante no
musculo esquelético e também é detectada no cérebro e no coracdo. A
isoforma a3 é limitada essencialmente ao tecido neural e cardiaco.

As subunidades beta apresentam as isoformas Bl e 2, as quais sao
predominantes nas células de mamiferos, onde o B 1 é expressa de forma
ubiqua e B2 aparece principalmente no tecido neural. Até agora, a isoforma 33
s6 foi identificada em Xenopus, um género de rd nativa da africa subsaarina
(LINGREL ET AL., 1990; SWEADNER, 1989; GOOD; RICHTER; DAWID,
1990).

A enzima Na'K*-ATPase também realiza uma importante reacao
conhecida como “Bomba de sddio e potassio”, em que executa o transporte de
ions sédio (Na*) que estdo no meio intracelular para o meio extracelular e a
troca de ions potassio (K*) do meio extracelular para o intracelular contra um
gradiente de concentracdo, de modo a manter o potencial elétrico da célula,
numa relacao de 3 Na*/2 K*. Nessa reacao, ocorre a degradacdo de adenosina
tri fosfato (ATP) em adenosina di fosfato (ADP) e fosfato inorganico (KAPLAN,
2002).

Esse procedimento é fundamental para o0s processos de contracao
muscular e conducdo dos impulsos nervosos, de modo que a bomba é a
responsavel por garantir que haja um equilibrio inicial apés um potencial de
acdo. Uma célula excitavel, como € o caso do neurbnio, precisa apresentar um
potencial elétrico; a parte interna da membrana, por sua vez, apresenta um
potencial elétrico negativo e a parte externa, positivo. Para que uma célula

possa desencadear o processo conhecido como potencial de acédo, ela precisa
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inverter as cargas. Essa inversdo vai se dar pelo transporte de ions e para que
iSSo ocorra, a célula precisa despolarizar, de modo que canais de sodio irdo se
abrir para ingressar no interior da célula e logo em seguida, canais de potassio
se abrirdo para que o potassio que esta no lado externo da célula, migre para o
lado interno da mesma, gerando assim o potencial de acdo (GUYTON & HALL,
2017).

A bomba de sédio e potassio tem o papel principal de reequilibrar a
célula para que um potencial de acdo possa novamente ocorrer. Como esse
processo € ativo, ou seja, com gasto de energia, se faz necessario utilizar o
ATP para alimenta-lo, onde 3 so6dios saem e 2 potassios entram da célula, de
modo a garantir o equilibrio. Dessa forma, o aumento da atividade na bomba
de sédio e potassio atuar4d de forma a facilitar a conducdo dos impulsos
nervosos (GUYTON & HALL, 2017).

Estudos tem mostrado que a enzima Na‘'K*-ATPase quando
desregulada no organismo esté associada a déficits de memoria e aprendizado
e gque o treinamento de uma tarefa motora gera aumentos na atividade dessa
enzima no hipocampo, que € o local responsavel pela retencdo da memoria
(MOSELEY et al., 2007; HEO et al.,, 2012). Do mesmo modo a enzima
acetilcolinesterase apresenta um papel chave no sistema colinérgico pois € a
principal responsavel por degradar a acetilcolina na fenda sinaptica (MUFSON
et al., 2008) e esta é diminuida em treinamentos cognitivos (SERGUTINA &
RAKHMANOVA, 2014).

O exercicio fisico por sua vez, tem sido utilizado como uma estratégia
preventiva contra alteracdes neuroquimicas decorrentes de doencas. Nesse
sentido, Vanzella e colaboradores (2017), verificaram que animais submetidos
a 20 minutos diarios de exercicio em esteira motorizada, trés vezes por
semana, por quatro semanas, apresentaram aumentos na atividade da Na*K*-
ATPase, sem diferencgas significativas na AChE nos animais exercitados.

Ainda relacionando os efeitos do exercicio fisico a atividades dessas
duas enzimas, Ben et al. (2009) desenvolveram um estudo com ratos wistar
fémeas ovariectomizadas, que realizaram exercicio continuo de intensidade
moderada em esteira motorizada. As sessdes de exercicio ocorreram durante
trés dias na semana, com vinte minutos de duragdo, no periodo de quatro

semanas. Os pesquisadores constataram que ratas ovariectomizadas
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apresentaram um aumento da atividade da AChE, tanto no cortex como no
hipocampo, de modo que o exercicio fisico atuou na completa reversao desses
efeitos. Do mesmo modo, no que se refere a atividade da enzima Na*K*-
ATPase, os pesquisadores verificaram aumentos da atividade dessa enzima no
cortex (14%) e hipocampo (11%), onde o exercicio também apresentou um
efeito de reversdo dessas aumentos. E tais achados indicam que os resultados
ndo foram positivos para a Na*K*-ATPase, ja que para que haja uma ampla e
rapida conducdo dos impulsos nervosos, se faz necesséario que essa enzima
esteja com niveis mais elevados no organismo dos animais.

Souza e colegas (2009), buscaram verificar em seu estudo, o efeito de
seis semanas de natacdo sobre o comportamento convulsivo induzido por
pentilenetetrazol (PTZ) e os efeitos em diferentes estruturas, que incluiram a
atividade das enzimas AChE e Na*K*-ATPase, no cortex cerebral de ratos
wistar idosos. Os pesquisadores constaram que a administracdo de PTZ,
diminuiu a atividade da Na*K*-ATPase e que o exercicio apresentou um efeito
protetivo contra a inibicdo da atividade dessa enzima.

Do mesmo modo, no estudo de Castro et al. (2017), os pesquisadores
também encontraram que o exercicio fisico foi responsavel por prevenir a
diminuicdo da atividade da soOdio e potassio ATPase em animais que
realizaram exercicio continuo por cinco dias na semana, durante seis semanas,

com 60 minutos de duracdo cada sessao.

3. Materiais e métodos
3.1. Delineamento

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

3.2. Animais

Para a realizacdo deste estudo serdo utilizados 30 camundongos
fémeas (110 dias de idade) da espécie C57BL/6, que seréo divididos de forma
aleatdria entre os grupos de experimentacdo (10 animais por grupo). Esse
namero amostral esta em concordancia com o estudo de Liu et al. (2013) para
os testes comportamentais. Os animais serdo fornecidos pelo Biotério da
Universidade Federal de Pelotas e mantidos em condigbes experimentais

controladas, a temperatura ambiente entre 24-27°C, agua e comida “ad
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libitum”, distribuidos em gaiolas coletivas (com quatro camundongos por gaiola)

e com o ciclo claro/escuro de 12h durante todo o periodo do estudo.

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 apoia-lo em uma superficie na qual ele possa se
agarrar (i.e.: a tampa da gaiola). ApOs esses procedimentos, o pesquisador
pressionara 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 seré fixada entre os outros dedos e a palma

da méo, para a limitagéo total de seus movimentos.

3.4. Randomizacéao e protocolo de treinamento

Os animais serdo aleatoriamente divididos 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).

A intensidade dos exercicios dos grupos GHIIT e GCON sera baseada
no estudo de Schefer & Talan (1996) em que os animais chegaram a exaustado
a velocidade de 25 m/min, sendo essa velocidade correspondente ao consumo
maximo de oxigénio (VVO2max).

Devido ao fato que a linhagem de camundongos C57BL/6 é considerada
isogénica (SEONG et al.,, 2004), o que significa que sua compatibilidade
genética € muito proxima ao 100%, é plausivel utilizar as intensidades dos
esforcos de modo igual para todos os animais, respeitando a caracteristica de
cada protocolo de exercicio.

Os animais dos grupos GHIIT e GCON realizardo seus protocolos de
exercicio em esteira para roedores da marca Bonther®, composta por dez
baias para camundongos com uma faixa de velocidade e inclinagdo variando
de 10 a 100 cm/s e -10 a 30 graus, respectivamente.

Com isso, os animais do grupo GHIIT se exercitardo baseados em uma
adaptacao do protocolo descrito em Afzalpour et al. (2015), em esteira propria
para roedores marca Bonther® composta por dez baias para camundongos

com uma faixa de velocidade e inclinagao variando de 10 a 100 cm/s e -10 a 10


https://www.facebook.com/

70

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 vWO2max com base no estudo de Schefer & Talan
(1996), separados por intervalos de 60 segundos. Alternadamente, nos dias
pares, 0S animais se exercitardo realizando trés esforcos de trés minutos a
uma intensidade correspondente a 90% da vVO:2max, Separados por intervalos
de 60 segundos. Todos intervalos seréo realizados de forma ativa a 68% da
Vvo2max 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
propria para roedores. O treinamento comecara a uma intensidade de 80% da
vVO2max com duracdo de 20 minutos ininterruptos. O principio da sobrecarga
sera exercido pelo aumento do tempo e dos esforcos nos grupos GCON e

GHIIT, respectivamente, como descrito na tabela 1.



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

Semana Dia G.CON : . . GHIIT* =
(tempo, intensidade) (esforcos, intensidade, duracdo 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 esforgos, 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 esforgos, 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 esforgos, 90%, 3 min

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



Anteriormente ao inicio do treinamento, 0s grupos supracitados seréo
familiarizados com a corrida numa esteira motorizada prépria para roedores
com uma sessdo de caminhada continua de 30 minutos, sendo os primeiros 15
minutos a uma velocidade de 10 m/min e o restante a uma velocidade de 16
m/min. O treinamento ocorrera durante cinco dias na semana (de segunda a
sexta-feira) por seis semanas. Caso algum animal se recuse a correr,
permanecendo cinco segundos no final da esteira, 0 mesmo sera retirado do
aparelho e excluido do estudo. O grupo GC serd exposto ao mesmo local em
gue ocorrera o treinamento (esteira propria para roedores), porém sem realizar

exercicio.

3.5. Modelo animal de neuroinflamagéo

Quarenta e oito horas apdés a Ultima sessdo de treinamento, sera
induzida neuroinflamacdo nos animais através da injecdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo (LPS) proveniente da bactéria Escherichia coli (055:B5)
obtida pela Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O LPS sera
dissolvido em soro fisioldgico e sera utilizada uma dosagem de 250 ug/kg como
descrito anteriormente por Sparkman et al. (2005a, 2005b) e Kranjac et al.
(2013).

3.6. Parametros comportamentais
O teste comportamental de campo aberto ocorrera no dia anterior a
eutanasia e o teste de memoria de reconhecimento de objetos sera realizado no

mesmo dia da eutanasia.

3.6.1. Teste comportamental de campo aberto

Este teste permite avaliar a atividade locomotora dos animais. O aparato
consiste em uma caixa medindo 56 cm x 40 cm x 30 cm, com o chéo dividido em
12 quadrantes iguais, medindo 12 cm x 12 cm cada um. A sessao de campo
aberto terd duragdo de 5 minutos com cada animal e durante este tempo, um
observador ird registrar o numero de quadrantes cruzados pelos animais
(periféricos e centrais), o tempo em que 0S animais permaneceram nos

quadrantes centrais, 0 numero de rearings (elevacdo das patas dianteiras)
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realizados e a quantidade de fezes deixada pelos animais na caixa, quando
houver (MARISCO et al., 2013).

3.6.2. Teste de memaria de reconhecimento de objetos

O teste de memoria de reconhecimento de objetos sera realizado conforme
o estudo de Mello et al. (2008). Seréo fixados objetos de plastico no piso de numa
caixa experimental medindo 56 cm x 40 cm x 30 cm. No primeiro dia, 0s animais
serdo colocados em contato com dois objetos iguais (A) e poderdo explorar
livremente os mesmos por 5 minutos. O teste sera repetido 180 minutos mais
tarde, onde um dos objetos sera trocado por outro (B) para testar a memoria de
curto prazo (MCP), apés o programa de treinamento fisico e cada animal sera
introduzido na arena por mais 5 minutos. As posi¢cdes dos objetos (familiares ou
novos) serdo permutados aleatoriamente para cada animal experimental e a caixa
sera limpa entre os ensaios.

A exploracdo sera definida como cheirar ou tocar no objeto com o nariz
e/ou patas dianteiras. Sentar-se ou virar-se ao redor do objeto ndo sera
considerado como comportamento exploratério. O tempo que o animal ir4 gastar
para explorar cada objeto sera gravado por um observador cego ao tratamento e
sera expressa como a porcentagem do tempo total de exploracdo que sera
calculado em segundos (ROSSATO et al., 2007).

3.7. Temperatura corporal
A temperatura corporal sera medida com um termdémetro infravermelho
modelo FR1DZ1 da marca G-Tech. A temperatura sera verificada no momento

prévio e apés 1 hora, 6 horas e 12 horas da administracéo de LPS.

3.8. Eutanéasia e amostras bioldgicas

A eutanasia dos animais ocorrera 24 horas apoés a indugéo de LPS, onde
serdo coletados o sangue total e o encéfalo. O sangue sera utilizado para a
separacdo soro, enquanto que o encéfalo sera dissecado em cortex cerebral e
hipocampo. Também seré realizada a retirada do coracéo, figado e do musculo
gastrocnémio da pata direita dos animais. A figura 10 apresenta o diagrama
logistico da intervencéo.
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Familiarizacéo
dos grupos Protocolo.de treinamento fisico Eiitaiiaia
exercitados (5 dias por semana)

I I I I Dias
0

42 | jnjecao | 45 46

do LPS j

Figura 10. Diagrama logistico da intervencéao.

3.9. Analise em estruturas cerebrais
3.9.1. Determinacgéo da atividade da enzima Na+ K+ ATPase

A atividade da Na+ K+ ATPase serd medida no sobrenadante de cortex,
hipocampo e extraido como descrito previamente no estudo de Carvalho et al.
(2016) com pequenas modificagcdes. O meio de ensaio consistird em tampéao 30
Tris-Hcl (inmM) (pH 7,4), 0,1 EDTA, 50 NaCl, 5 KCI, 6 MgCI2 e 100 ug de proteina
ou auséncia de ouabaina (4 mM) num volume final de 200 pl. A reagédo sera
iniciada pela adicdo de ATP até uma concentracdo final de 3 mM. Apds 30
minutos a 37°, a reagao sera encerrada pela adicao de 50 pl de TCA a 50% (p/v).
Serdo utilizadas concentracdes de substratos saturantes e a reagdo sera linear
com a proteina e com o tempo. Controles adequados seréo incluidos nos ensaios
para a hidrélise ndo enzimatica de ATP. A quantidade de fosfato inorganico (Pi)
que sera liberado sera quantificada colorimetricamente, conforme descrito
anteriormente (FISKE & SUBBAROW, 1927), onde ser& utilizado KH2PO4 como
padrdo de referéncia. A absorbancia serd medida em 630 nm. A atividade
especifica da Na+, K+- ATPase sera calculada subtraindo a atividade insensivel a
ouabaina da atividade total (na auséncia de ouabaina) e serd expressa em nmol

de Pi/mg de proteina/min.

3.9.2. Avaliagcéo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

O cortex cerebral e o hipocampo serdo homogeneizadas em Tris-HCI 10
mM (pH 7,4) e centrifugadas a 1500 rotacdes por minuto. A atividade da AchE
total sera determinada através do método de Ellman et al. (1961) e sera expressa

em umoles de AcSCh/h/mg de proteina.
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3.10. Operacionalizacao das variaveis

A operacionalizacao das variaveis estéa descrita na tabela 2.

Tabela 2. Operacionalizacdo das variaveis que seréo avaliadas no estudo.

Variaveis Definicao Escala Operacionalizagao
Desfechos primdrios
Temperatura corporal Numérica °C
continua
Teste comportamental Numérica Numero de
de campo aberto continua quadrantes cruzados
Teste de memdria de Numérica Tempo (segundos)
reconhecimento de continua que explorou cada
objetos objeto
Atividade da enzima Na+ Numeérica nmol de Pi/mg de
K+ ATPase continua proteina/min
Atividade da enzima Numérica AcSCh/h/mg de
acetilcolinesterase continua proteina
(AchE)
Desfechos secunddrios
Exposigdo
Tipo de treinamento Categorica Escaladela3 1= sedentario
fisico nominal 2= exercicio continuo de

intensidade moderada
3= exercicio
intermitente de alta
intensidade

4. Processamento e analise de dados

Os escores serdo digitados no programa Excel® versdo 2013 e, ap6s 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.

Para as andlises entre os desfechos que apresentarem distribuigdo
paramétrica entre 0s grupos, sera utilizada a ANOVA de uma entrada,
seguindo do post-hoc de Bonferroni. Para seus pares nao-paramétricos,
utilizar-se-a o comando Ladder para verificar as possiveis normalizacdes. Caso

haja alguma possibilidade de normalizagéo (e.g.: transformacéo logaritmica) a
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mesma sera realizada e a analise seguira o proposto para dados parameétricos.
Caso a normalizacdo ndo seja possivel, sera utilizado o teste de Kruskal-Wallis
com o post-hoc de Dunn. Os resultados serdao considerados significativos para
p < 0,05.

5. Selecéao 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 Educacéao Fisica da UFPel.

Os auxiliares de pesquisa passarao por um treinamento de sete dias em
que serdo orientados sobre o manuseio e alimentacdo dos animais, métodos
de utilizacdo da aparelhagem de laboratério e demais procedimentos que serao

realizados no estudo.

6. Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o numero
9086-2016.

7. Divulgagéao dos resultados

Os resultados serdo 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.
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VARIAVEL PRODUTO Quantidade PRECO (em reais)
Esteira pararoedores com 6 Esteira motorizada para 6 ratos ou 1 unidade R$ 9.500,00
tapetes 8 camundongos ou 10 baias —
P inclinacdo de -30 a 30 graus,
Bonther produtos e equipamentos
para laboratério LTDA
Termbmetro infravermelho Termometro inflavermelho de 1 unidade 200,00
marca X, para mensuragao da
temperatura corporal dos animais
Luvas cirurgicas Luvas de cirdrgicas de latex 4 caixas com 50 80,00
pares
Enzima sédio e potassio ATPase Kit comercial para camundongos 1 caixa 2150,00
(Na*K* ATPASE) da marca Sigma Aldrich
Enzima acetilcolinesterase (AChE) | Kit comercial para camundongos 1 caixa 2150,00
da marca Sigma Aldrich
TOTAL (R$) R$ 14.080,00




9. Cronograma

2015

2016

Elaboragdo do
projeto
Revisdo de
Literatura
Qualificagdo do
projeto

22 semestre

12 semestre | 22 semestre

Obtencao dos
animais

Selegdo e
treinamento da
equipe de trabalho

Intervengao

Coleta de dados
pOs- intervengdo

Codificagao,
revisdo e digitacdo
dos dados

Analise dos dados

Redagdo de Artigos

Defesa da Tese

78
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ANEXO 1- PARECER DE APROVACAO DO PROJETO NO COMITE DE
ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

UFPel

Comissso de £tca em Exparmentacao 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, manutengdo 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
Experimenta¢do Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugio

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

Finalidade ( X)) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizagio 16/12/2016 a 01/06/2019
Espécie/linhagem/raga Mus muscullus/C5TBL/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 (cédigo 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 de Trabalho de Campo

(Tese de Nicole Gomes Gonzales)
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Relatorio de trabalho de campo

Neste relatério serdo apresentados de forma detalhada os passos da
pesquisa e alguns aspectos importantes que nao foram expostos no projeto e

nos artigos presentes nesta tese.

Para que a pesquisa ocorresse, inicialmente foi firmada uma parceira
com as professoras Francieli Stefanello e Rosélia Spanevello, as quais atuam
no departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
que fica localizado no campus Capao do Ledo, em Pelotas/RS. Apo6s alguns
imprevistos com o tema inicial de pesquisa, foi elaborado um projeto sobre
diferentes modelos de exercicio fisico sobre parametros comportamentais e do
sistema colinérgico em animais submetidos a neuroinflamacdo por
Lipopolissacarideo (LPS), o qual foi submetido ao Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da mesma instituicao referida acima.

Antes mesmo da aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica, os
pesquisadores realizaram a compra de uma esteira motorizada especifica para
camundongos, da marca Bonther®, para a realizacdo dos protocolos de
exercicio com 0s animais. Em razdo de atrasos na entrega da esteira, 0s
pesquisadores precisaram modificar o projeto enviado ao Comité de Etica e
solicitaram que os animais utilizados no estudo apresentassem trés meses de
idade, que era novo prazo previsto pela empresa que elaborou a esteira, para a
realizacdo da entrega da mesma. Por falta de financiamento para a pesquisa, a
compra da esteira se deu através de verba prépria de cada pesquisador, com o
valor dividido entre quatro pesquisadores (dois doutorandos, um mestrando e o

orientador dos mesmos).

A esteira utilizada no estudo apresenta 10 baias individuais com tampa,
onde ao final da mesma ha uma grade de choque, que estimula os animais a
continuar a realizacdo do exercicio. O equipamento ainda apresenta a
possibilidade de alterar a inclinacdo, que varia de -10 a 10°. Juntamente com a
esteira, ha um visor eletrénico com possibilidade de alteracdo da velocidade da

esteira, da unidade de medida da velocidade, se em metros por minuto (m/min)
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ou centimetros por segundo (cm/s) e com um botdo para ligar e desligar a

mesma.

Logo ap6s a aprovacdo do projeto no Comité de Etica em
experimentacdo animal, os pesquisadores se dirigiram ao Biotério Central da
UFPel e reservaram pelo periodo de seis semanas, uma das duas salas
disponiveis para a realizacdo dos experimentos. Assim que 0s animais foram
liberados para o inicio do estudo, os pesquisadores retornaram ao Biotério para
que la fossem instruidos sobre os procedimentos adotados no manuseio e
retirada dos animais e sobre as normas de utilizacdo da sala de experimentos.
Cabe ressaltar a receptividade dos funcionérios deste setor e a disponibilidade

e auxilio fornecidos pela veterinaria responsavel pelo Biotério.

Quase a totalidade das pesquisas com animais realizadas com roedores
na UFPel fazem uso do Biotério Central e é |4 que os animais ficam
acondicionados, sob condi¢des climaticas controladas, com ciclo claro/escuro
adequado, onde diariamente os funcionarios desse setor realizam a limpeza
das salas, verificam a quantidade de agua e comida dos animais, além de
realizem, duas vezes por semana, a troca dos animais para gaiolas limpas.
Adicionalmente, para evitar contamina¢des e garantir a saude de todos os
animais, todos os pesquisadores que forem retirar animais do Biotério precisam
seguir o seguinte protocolo: os pesquisadores devem ingressar pela area
“limpa”, com protetores nos pés e jalecos brancos, sem nenhum animal; logo
apos realizarem a retirada das caixas com 0s animais que utilizardo na
pesquisa, devem sair pela area “suja” e antes de entrarem em contato com a
rua novamente, devem retirar os protetores dos pés e as luvas, realizando o

descarte das mesmas.

No dia do recebimento dos animais, 0os pesquisadores acomodaram 0s
mesmos em uma das trés salas para roedores existentes no biotério,
separando 0s animais em caixas com no maximo quatro animais cada; além
disso, identificaram através de um cracha que ficou afixado na frente de cada
caixa, 0 nome do grupo experimental, o0 nimero da caixa, 0 numero de animais
por caixa e 0 nome dos pesquisadores responsaveis pelo estudo, bem como o

mEés que se iniciou o estudo.
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As coletas de dados iniciaram no periodo da manha, especificamente as
8h30min, do més de julho de 2017. Nos primeiros dias de estudo, verificou-se
gue o0s animais ainda se encontravam no ciclo claro e por isso se encontravam
sonolentos e com pouca disposi¢do para realizar a corrida na esteira. Em razéo
disso, a intervencao foi inteiramente realizada no periodo da tarde, iniciando as
13h30min.

Os pesquisadores sempre retiravam 0s animais suspensos pela cauda e
os colocavam delicadamente na esteira, sempre evitando a realizacdo de
movimentos bruscos, tanto com 0s animais quanto no manuseio da esteira,
além de conversas altas e utilizagdo de perfumes ou qualquer outro cheiro forte
gue pudesse afetar os animais. Na sala de experimentos, 0s pesquisadores
ajustaram o ar condicionado para 22°C para manter o0 ambiente neutro, exceto
nos dias mais frios, que a temperatura do ar precisava ser de

aproximadamente 25°C, para evitar hipotermia dos roedores.

O presente estudo utilizou trés grupos experimentais: o grupo sedentério
(que nédo realizava exercicio - GC) (n=10), o grupo exercicio continuo de
intensidade moderada (em que 0s animais realizavam corridas continuas na
esteira - GCON) (n=10) e o grupo exercicio intermitente de alta intensidade (em
que os animais realizavam estimulos curtos na esteira com intensidade elevada

acompanhados por periodos de recuperacao ativa - GHIIT) (n=10).

Para a realizagdo da intervencdo eram necessarios pelo menos quatro
pesquisadores para auxiliar na coleta, especificamente quando se tratava do
grupo de exercicio intermitente de alta intensidade, jA que o estimulacéo
elétrica utilizada era baixa e 0os animais muitas vezes optavam por ficar neste
espaco em vez de correr e, constantemente, os pesquisadores precisavam
fornecer incentivos manuais, realizando pequenos toques oOu assopros nos

roedores para que continuassem correndo.

O primeiro grupo retirado do Biotério para a sala de experimentacdo era
o sedentario, sendo os animais colocados na esteira unicamente para passar
pelo mesmo estresse do manuseio e do contanto com o equipamento que 0s
demais animais, porém sem realizar o exercicio. Os pesquisadores seguiram

uma ordem de colocacdo dos animais na esteira, onde sempre iniciavam
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colocando os mesmos da direita para a esquerda nas baias, para que sempre
0S mesmos animais retornassem para as mesmas caixas, sendo retirados

também sempre na mesma ordem em que foram colocados.

O segundo grupo a se exercitar era 0 de exercicio continuo de
intensidade moderada (GCON), em que os animais iniciaram correndo por 20
minutos por sessdo e com a aplicagdo do principio da sobrecarga, finalizaram

com 60 minutos de exercicio por sessao de treinamento.

O dultimo grupo que era colocado na esteira em cada dia era o de
exercicio intermitente de alta intensidade (GHIIT), em que o0s animais
realizavam nos dias pares um HIIT longo (trés minutos por estimulo) e nos dias
impares um HIIT curto (30 segundos por estimulo) e assim como no outro
grupo de exercicio, o principio da sobrecarga foi aplicado e o numero de
estimulos realizados pelos animais em cada sessdo foi sendo aumentando a

cada dia.

Os pesquisadores iniciaram treinando 0s grupos experimentais com
estimulacdo elétrica de 0,5 mA, para evitar que os mesmos sofressem alguma
lesdo ou se machucassem ao tocar na grade de eletrificada. No entanto, essa
intensidade fazia com que os animais ficassem sobre a da grade sem realizar
o exercicio. Em razado disso, a partir da segunda sessdo de treinamento, o
estimulo foi aumentado para 1,5 mA (o que segundo a literatura ainda € um

valor baixo e aceitavel para estudos com animais).

Porém esse fato ndo fez com que 0s animais corressem mais e
necessitassem de menos estimulos manuais dos pesquisadores e diante de tal
fato, os pesquisadores necessitaram contatar mais ajudantes para que a partir
do terceiro dia de treinamento, pelo menos cinco pesquisadores atuassem na

intervencéo.

Cabe destacar que, por diversas vezes, em razao das atividades
académicas e pessoais dos ajudantes de pesquisa, ndo se tinha o numero
minimo de quatro auxiliares e neste momento do estudo os auxiliares de
bioterismo da UFPel fizeram toda a diferenca. Esses funcionarios

desempenham um importante papel no biotério, o qual esta relacionado com a
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limpeza e organizacdo das salas em que os animais se encontram. No entanto,
para essa pesquisa, gentiimente se disponibilizaram a ajudar os pesquisadores
na coleta de dados, onde por inimeras vezes acumularam tarefas diarias e até
mesmo, excediam seu horario de trabalho, para que a presente pesquisa
pudesse ocorrer. Sem davida, este auxilio foi peca chave para que a pesquisa

ocorresse com qualidade e tranquilidade.

Outro fato inusitado que ocorreu durante o estudo, esta relacionado com
a estrutura da esteira. Na segunda sessao de treinamento, um dos animais do
grupo continuo percebeu que o equipamento possui uma tampa e vendo que
poderia sair daquele espaco sem o auxilio dos pesquisadores, iniciou a realizar
continuos saltos contra tampa da mesma e como um dos objetivos do estudo
era investigar parametros cerebrais, as “cabecadas” dadas por aquele animal
afetariam sobremaneira esse desfecho e em razao disso, esse animal precisou

ser retirado do treinamento e posteriormente excluido do estudo.

Outro ponto de destaque se refere a técnica desenvolvida para medir a
temperatura dos animais. Inicialmente, para padronizar a medida de
temperatura corporal e verificar se, efetivamente, o termémetro infravermelho
utilizado estava medindo a temperatura correta, os pesquisadores fizeram uso
de outros camundongos fémeas que néo participavam do estudo para verificar
a concordancia entre resultados das medidas retais (realizadas com um
termémetro convencional), com os das medidas realizadas pelo termémetro
infravermelho, o qual era apontado para a regido anogenital dos mesmos

animais.

Apbs a comparacdo dos resultados, os pesquisadores identificaram que
as medidas concordavam entre si. A maior dificuldade que permaneceu logo
apos a comparacao dos resultados, estava no fato de garantir que os animais
permanecessem alguns segundos imdéveis para que o laser do termémetro
infravermelho fosse apontado para a regido anogenital dos mesmos. Na
primeira tentativa, optou-se por cobrir os animais com um pano limpo e
imobiliza-lo contra uma superficie plana. Todavia, o animal ficava estressado,
fazia forca e tentava morder os pesquisadores, aumentando assim, seu nivel

de estresse. Como a utilizacdo do termdémetro infravermelho foi escolhido para
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evitar estressar 0s animais, esta técnica foi desconsiderada pelos

pesquisadores.

Com isso, 0s pesquisadores optaram por suspender os animais pela
cauda, de modo a manter as patas dianteiras dos mesmos em contato com a
serragem da caixa que ficavam armazenados e dessa forma, 0s animais nao
ficavam estressados e seu comportamento se resumia a cavar a serragem para
tentar fugir, porém sem reagir contra os pesquisadores. Assim como a esteira
motorizada, o termémetro infravermelho utilizado por adquirido pelos préprios

pesquisadores.

No dia anterior ao da eutanasia e no dia em que a mesma ocorreu, 0S
pesquisadores dividiram as funcbes que cada um deveria executar para
garantir agilidade na coleta dos materiais e nos testes realizados com o0s
animais. No entanto, no que se refere a afericdo da temperatura, por um
descuido dos auxiliares de pesquisa, trés animais do grupo HIIT chegaram ao
laboratério para ser eutanasiados e foram mortos sem ter realizado a Ultima

medida da temperatura corporal.

Por fim, cabe destacar que pela falta de financiamento e de modo a
reduzir 0s custos com a pesquisa, parcerias adicionais foram realizadas para
gue fossem realizadas as analises de alguns parametros do estudo. Com isso,
0s kits para medir os parametros oxidativos e o LPS foram adquiridos com as
professoras do curso de Bioquimica da Universidade Federal de Pelotas.

Além do apoio financeiro, se faz importante relatar o enorme apoio
fornecido pelos alunos do grupo de pesquisa das professoras Rosélia e
Francieli, os quais auxiliaram na coleta dos tecidos, andlise dos parametros

cerebrais e inflamatorios e testes comportamentais utilizados.
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3. Artigo original

(Tese de Nicole Gomes Gonzales)

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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Efeitos crénicos de diferentes modelos de exercicio fisico sobre atividade
locomotomora, memoéria e atividades das enzimas acetilcolinesterase e
so0dio potassio ATPase em animais submetidos a neuroinflamacédo por
LPS

Resumo

Objetivos: Comparar os efeitos de seis semanas de exercicio intermitente de
alta intensidade e exercicio continuo de intensidade moderada sobre atividade
locomotora, memoria e atividade das enzimas AChE e Na*K*-ATPase de
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 induzidas a neuroinflamacao por
lipopolissacarideo (LPS). Métodos: Os animais foram divididos em trés grupos:
grupo controle (GC) (n=10), grupo exercicio continuo de intensidade moderada
(GCON) (n=10) e grupo exercicio intermitente de alta intensidade (GHIIT)
(n=10). Setenta e duas horas apo0s a ultima sessdo de exercicio 0s animais
receberam uma injecdo com 250 ug/kg de LPS advindos da bactéria
Escherichia coli. Resultados: Os protocolos de exercicio fisico néo
modificaram nenhum dos parametros avaliados pelo teste de campo aberto. O
grupo HIIT apresentou maior percentual de exploracdo do objeto no teste de
memoria de reconhecimento de objetos em comparacdo com o grupo GCON
[F(2,25)=5,01, p=0,01]. O grupo HIT apresentou maior atividade da
enzimaAChE e reduzida atividade da enzima da Na+K+-ATPase em cortex
cerebral e o GCON demonstrou maior atividade da enzima Na*K*-ATPase no
hipocampo. Conclusdo: Seis semanas de exercicio intermitente de alta
intensidade e continuo de intensidade moderada foram moderada geraram
melhoras na memoaria de curto prazo dos animais, observada através do teste
de memodria de reconhecimento de objetos, com resultados mais significativos

no grupo HIT em comparacdo com os demais grupos. ApOs o treinamento
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foram observadas elevacdes na atividade da AChE e redugbes na Na+K+-
ATPase no cortex cerebral de animais que realizaram HIIT. Estudos adicionais
sd80 necessarios para Vverificar quais mecanismos neuroquimicos estdo
relacionados ao exercicio fisico e de que forma interferem no padrédo

comportamental e na memoéria dos animais.

Palavras-chave: Exercicio aerobio; Treinamento intermitente de alta
intensidade; Campo aberto; Memodria de reconhecimento de objetos; AChE;
Na*K*-ATPase.

1. Introducéao

Segundo O’Callagan, Sriram e Miller!, a neuroinflamagédo é
caracterizada por uma degeneragao no sistema nervoso central (SNC) em que
ocorrem significativas perdas nas estruturas e funcdes neuronais, as quais
resultam em desequilibrios funcionais e mentais.

Esses desequilibrios afetam especialmente adultos de meia idade e
idosos? e podem levar a ocorréncia de inimeras doencas degenerativas como
o mal de Parkinson® e de Alzheimer*, esclerose miiltipla®, esclerose lateral
amiotrofica®, além de doencas neuropsiquiatricas como a depressdo e a
ansiedade, entre outras’4.

Em virtude da complexidade dessas doencas e pelo alto grau invasivo
causado pelas enfermidades, os modelos animais tém sido amplamente
utilizados para estudar neuroinflamacdo®*2. Neste cenario, a neuroinflamacéo
induzida por lipopolissacarideos (LPS) € um dos modelos mais utilizados pelos
pesquisadores em razao do baixo custo de aquisicdo dessa toxina e pela alta

efetividade na inducédo da inflamacéo®. Estudos que investigaram os niveis
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dessa endotoxina em animais, verificaram que os mesmos respondem ao LPS
através da alteracdo da temperatura corporal (com febre ou hipotermia),
aumentos na frequéncia respiratéria e cardiaca e diminuicdo do namero de
leucécitosio-t3,

Novas terapias vém sendo utilizadas, tanto de forma adjuvante ou
isoladas, que incluem a realizacdo de exercicio fisico, no sentido de fornecer
alternativas menos invasivas € com menor custo para os pacientes'#1®, No
entanto, estudos em que ha a utilizacdo de protocolos de exercicio fisico,
focam suas intervencbes em atividades de baixa e moderada intensidade,
especialmente através de exercicio continuo (como caminhada, corrida e
natacao) e em virtude disso, justifica-se a realizacdo do exercicio intermitente
de alta intensidade, de modo a compreender os efeitos cronicos do mesmo na
prevencéo de doencas neurodegenerativas!®-18,

Do mesmo modo, as patologias neurodegenerativas causam em sua
maioria déficits cognitivos e motores, de forma que, nos modelos animais de
neuroinflamacédo, sdo comumente verificadas alteragbes significativas na
locomocédo e na coordenagdo motoral®. Em razédo disso, faz-se necessario
investigar parametros comportamentais em estudos com animais, no sentido
de verificar o grau de extenséo da doenca e de debilidade fisica dos mesmos.

Adicionalmente, diversos estudos tém mostrado que o exercicio fisico
atua na modulacdo da memoria, promovendo a neurogénse e
neuroplasticidade hipocampal, melhoras na aprendizagem, memoria espacial,
elevando os niveis de fatores neurotroficos no cérebro como BDNF e GDNF,
além de gerar reducbes na perda neuronal, estresse oxidativo hipocampal,

declinio cognitivo, etc?%-24,
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A investigacdo de pardmetros cerebrais associados ao exercicio em
animais também tem sido foco dos pesquisadores na atualidade, no sentido de
verificar mecanismos adicionais que auxiliem no combate a doencas
neurodegenerativas. Dessa forma, a analise da atividade de enzimas como a
acetilcolinesterase (AChE) e soOdio potassio ATPase (Na*K*-ATPase), que
estdo altamente relacionadas com a transmissdo dos impulsos nervosos, sao
necessarias nesse processo. Entretanto, observa-se uma escassez de estudos
que tenham investigado essa associacdo em animais exercitados submetidos a
neuroinflamacéo por LPS.

Por essa razéo, este estudo teve como objetivo determinar os efeitos de
seis semanas de diferentes modelos de exercicio - intermitente de alta
intensidade e continuo de intensidade moderada, sobre a atividade locomotora,
memoéria e atividade das enzimas acetilcolinestrase e Na*, K*-ATPase em
cérebro de camundongos submetidos a um modelo de neuroinflamacéo

induzido por LPS.

2. Resultados

Dos 30 animais que iniciaram no estudo, dois foram excluidos por se
refugarem a corrida, totalizando um numero total de 28 animais para analise
final (grupo sedentario: n=10; grupo continuo: n=9; e grupo HIIT: n=9).

A temperatura corporal foi determinada no presente estudo como
variavel controle, de modo a confirmar os efeitos da inoculacdo da endotoxina.
Neste sentido, verificou-se que o LPS atuou na medida que, em relacao a linha
de base, reduziu significativamente a temperatura corporal dos animais

sedentarios [F (3,27)=11,15, p=<0,001], porém sem modificar a variavel entre
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0S animais exercitados [grupo continuo: F(3,24)=2,27, p=0,15; grupo HIIT:
F(3,21)=3,19, p=0,12] (dados n&o apresentados em tabelas ou figuras).

Em referéncia ao teste de campo aberto, nota-se que ndo ocorreram
diferencas estatisticamente significativas no que se refere ao numero de
cruzamentos periféricos [F(2,25)=0,69, p=0,5], centrais [F(2,25)=2,24, p=0,1] e
totais [F(2,25)=0,83, p=0,4], bem como no numero de fezes deixadas no local
pelos animais [F(2,25)=0,7, p=0,5] e tempo que 0S mMesmos permaneceram nos
guadrantes centrais, entre 0s grupos investigados [F(2,24)=1,58, p=0,2] (figura
2).

A figura 3 apresenta o resultado do teste de memoria de reconhecimento
de objetos. Nota-se que o grupo HIIT apresentou um percentual de exploracao
maior do que o grupo continuo [F(2,25)=5,01, p=0,01], sendo que a média do
percentual de exploracdo do HIT foi mais que o dobro do grupo continuo
(63,12% contra 25,29%, respectivamente).

No que se refere a atividade cerebral da acetilcolinesterase (AChE),
observou-se que 12 horas apos a injecao do LPS, o grupo HIIT apresentou
uma maior atividade dessa enzima no cértex cerebral em comparagdo com o
grupo sedentario [F(2,12)=9,21, p=0,004). Em adicao, houve tendéncia linear
(p=0,002), indicando que quanto maior é a intensidade do exercicio, maior sdo
os efeitos crbonicos da ativagdo da AChE mediante LPS (figura 5).
Concomitantemente, nota-se que os modelos de exercicio ndo influenciaram na
atividade da AChE no hipocampo [F(2,12)=0,34, p=0,7] (figura 4).

A figura 4 apresenta também os resultados da atividade da enzima sodio
potassio ATPase (Na*,K*-ATPase), onde nota-se que, apés 12 horas da

administragdo do LPS, o grupo HIIT apresentou uma menor atividade desta
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enzima no cortex cerebral, em compara¢do com o grupo controle [F(2,9)=4,81,
p=0,04], e o grupo continuo apresentou uma maior atividade no hipocampo
guando comparado ao HIIT [F(2,9)=8,81, p=0,008]. Adicionalmente, percebe-se
que houve um tendéncia linear de queda da atividade da Na*,K*-ATPase no

coOrtex cerebral conforme a intensidade do exercicio aumenta (p=0,01).

3. Discussao

Pode-se verificar que no presente estudo a neuroinflamacéo induzida
por LPS de fato aconteceu, pois observou-se que a temperatura corporal dos
animais sedentarios, teve uma queda estatisticamente significativa, apos a
injecdo da endotoxina e permaneceu mais baixa até doze horas apds. Nesse
sentido, as modificacbes observadas pelos modelos de exercicio sdo validas
nesse contexto e pelo menos em relacdo a temperatura corporal, ambos os
protocolos de exercicio foram efetivos para prevenir sua queda.

No que se refere aos parametros comportamentais investigados, o teste
de campo aberto ndo apresentou diferencas significativas entre 0os grupos em
nenhum dos aspectos avaliados, o que representa um dado positivo, pois
demonstra que o teste de memodria de reconhecimento de objetos néo foi
influenciado por possiveis déficits locomotores entre 0s grupos.

Com isso, podemos perceber que o teste de memoéria de
reconhecimento de objetos apresentou diferencas estatisticamente
significativas onde o grupo HIIT apresentou um maior percentual de exploracéo
(p=0,01), indicando que esse grupo apresentou uma melhora na memodria em
relacdo aos demais grupos. Ressalta-se que este foi o primeiro estudo

avaliando esse teste em animais exercitados posteriormente submetidos ao
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LPS, tornando-o um achado muito relevante pois essa endotoxina é fator
determinante para neuroinflamacéo e, consequentemente, perda de memoria2s.

Corroborando com o paragrafo anterior, cabe destacar que um estudo
prévio da literatura também ja demonstrou através do teste de reconhecimento
de objetos que administracdo de LPS causa déficits de memdria. Tais efeitos
do LPS na memodria podem estar associados ao aumento nos niveis de
estresse oxidativo, reducdo na Na* K* ATPase e aumento nas citocinas pro-
inflamatérias induzidas?®.

Os achados do nosso estudo corroboram, ao menos em parte, com
outros dados da literatura, os quais também ja demonstraram que o exercicio
fisico é capaz de melhorar a memoria. Piao e colaboradores® verificaram que
animais com traumatismo craniano, que realizaram atividade fisica de forma
aguda na roda livre apresentaram uma melhora na memoéria no teste de
reconhecimento de objetos, quando comparado ao grupo sedentario. Do
mesmo modo, Griffin et al.3! constataram que ratos Wistar machos submetidos
a um protocolo de uma semana de exercicio continuo de intensidade moderada
na esteira apresentaram maior exploracdo no teste de reconhecimento de
objetos no periodo teste em comparacdo ao treino, indicando que o exercicio
induziu melhoras na performance dos animais neste aspecto.

Entretanto € importante destacar que de acordo com 0S N0OSSO0S
resultados, os déficits de memoria induzidos por um modelo de
neuroinflamacdo s6 foram prevenidos com exercicios mais intensos como o
HIIT. Um possivel mecanismo que explique esse achado, se deve ao reforgo
das defesas antioxidantes adivindas de uma maior intensidade, que ja se

mostrou superior ao modelo de exercicio em intensidade moderada, e isso
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pode ter evitado desequilibrios de memoéria e aprendizagem?*. Em razéo disso,
futuros estudos devem ir em busca dos mecanismos bioquimicos chave que
fazem com que o exercicio intermitente de alta intensidade se sobresaia
positivamente aos demais modelos de treinamento.

Para elucidar os mecanismos neuroprotetores do exercicio fisico frente a
neuroinflamacéo induzida por LPS, o presente estudo avaliou a atividade das
enzimas Na‘K*-ATPase e AChE, as quais tém fornecido importantes
informacdes sobre o aprendizado e memoria e estdo correlacionadas com a
sinapse colinérgica e com a excitacdo do SNC32-33,

Nesse sentido, foi constatado que a atividade da enzima e AChE foi
aumentada no cértex cerebral do grupo HIT em comparacdo ao grupo
sedentario (p=0,004), com tendéncia linear de aumento conforme aumento da
intensidade do exercicio (p<0,01). Além disso, ndo foram observadas
alteracdes na atividade desta enzima no hipocampo dos animais exercitados.

A enzima AChE é umas das principais enzimas envolvidas na
degradacéo do neurotransmissor acetilcolina e um aumento na atividade desta
enzima tem sido discutido em varios modelos experimentais como um dos
mecanismos envolvidos em déficits de memoéria devido ao fato disso levar a
uma diminuicéo da acetilcolina na fenda sinaptica34-36.

Embora n&o possamos explicar o exato mecanismo pelo qual o HIIT
aumentou a atividade desta enzima em cortex cerebral de ratos expostos ao
LPS, é importante considerar que este aumento pode estar associado ao fato
que o exercicio fisico leva a uma maior producdo de neurotransmissores,
inclusive de acetilcolina. Assim, um aumento na atividade da AChE seria

importante no controle dos niveis basais de acetilcolina para manter o
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organismo em homeostase®’. Além disso, o cértex cerebral se relaciona mais
ao aspecto motor dos animais®. Como os grupos néo tiveram diferencas no
teste de campo aberto, e isso indica que eles ndo apresentaram diferengas nas
questdes motoras, tem-se mais um indicio de que a elevacdo da AChE
encotrada né&o se relacionou com redugbes clinicamente relevantes de
acetilcolina.

No entanto, verifica-se que a atividade da AChE pode variar de acordo
com os diferentes protocolos de exercicio e nesse sentido, Vanzella e
colaboradores?® realizaram quatro semanas de exercicio continuo de
intensidade moderada em esteira com ratos Wistar machos jovens, adultos e
idosos e encontraram que a atividade da AChE foi diminuida no hipocampo
apos o treinamento cognitivo nos animais idosos, porém sem diferencas em
relagdo ao exercicio fisico. Ademais, quatro semanas de exercicio continuo de
intensidade moderada ndo foram suficientes para modificar a atividade da
AChE em ratos Wistar fémeas adultas®.

No que se refere a atividade da sodio potassio ATPase (Na*K*-
ATPase), foi verificado que a atividade da mesma foi reduzida nos animais que
realizaram HIIT (p=0,04), tanto no cértex cerebral em relacdo ao sedentario e
no hipocampo em relagdo ao continuo, e houve tendéncia de diminuicdo da
atividade dessa enzima no cértex cerebral conforme a intensidade do exercicio
aumentava.

Os resultados obtidos no nosso estudo foram diferentes dos descritos
por Vieira e colaboradores?®. Neste estudo os pesquisadores demonstraram
que apos seis semanas de HIIT ocorreu um aumento na atividade da enzima

Na*,K*-ATPase tanto em cortex cerebral quanto em hipocampo de ratos. Os



112

autores explicam que esse achado foi suprimido pela cafeina e os resultados
ainda sdo inconclusivos, visto que essa substancia gera uma série de
alteracdes em associacdo com o exercicio e mais estudos sdo necesséarios no
sentido de verificar o efeito isolado do exercicio fisico na atividade da Na*K*-
ATPase.

Em contrapartida, quando a intervencdo foi realizada com exercicio
continuo de intensidade moderada, Ben e colaboradores® obtiveram que 1
més desse tipo de treinamento em ratos Wistar fémeas foi incapaz de afetar a
atividade da Na*K*-ATPase no cértex cerebral dos animais, indicando que
intensidades maiores sejam necessarias para ocorrer a modulacdo dessa
enzima.

Obtendo resultados contrarios aos supracitados, assim como no
presente estudo, Teixeira et al.*° em seu trabalho com diferentes protocolos de
dieta associados ao exercicio fisico em esteira, demonstraram que animais
exercitados alimentados com gordura vegetal hidrogenada e banha,
apresentaram uma reducdo significativa dos niveis de Na*K*-ATPase no
hipocampo cerebral em comparacdo com seus pares sedentarios e sem
diferencas significativas da atividade dessa enzima no hipocampo. Tais
achados sugerem que uma dieta rica em &cidos graxos poli-insaturados traz
inimeros maleficios a saude, inclusive alteracdes cerebrais e o0 exercicio fisico
pode proteger contra déficits de aprendizagem. No entanto os efeitos do
exercicio na atividade dessa enzima, como bem como a sua influéncia nas
funcbes neuronais, merecem maiores investigacbes no sentido de

compreender 0s exatos mecanismos que auxiliam na memoaria e aprendizado.
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Porém, os resultados referentes a enzima Na*,K*-ATPase séo de dificil
discussdo, pois contradizem a resposta encontrada no teste de memoria e
reconhecimento de objetos. Pois, enquanto o teste de memdria indica que o
HIIT foi mais eficiente para prevenir os déficits de memdria induzidos pela
administracdo do LPS, a atividade da Na*,K*-ATPase diminuiu no hipocampo
em comparacao ao grupo continuo, indicando um prejuizo & memoria.

Da mesma forma, os grupos de animais néo tevaram diferencas no teste
de campo aberto, indicando que a diminuicdo da atividade da Na*,K*-ATPase
em coértex no grupo HIIT ndo interferiu nos apectos motores dos animais.
Tomados em conjunto, esses resultados demonstram que existem outros
moduladores mais expressivos do que a Na*,K*-ATPase que respondem
positivamente ao exercicio e expliguem a melhora na memoria de curta
duracéo.

Conclui-se com o presente estudo, que seis semanas de exercicio
intermitente de alta intensidade, quando comparado ao exercicio continuo de
alta intensidade, gerou melhoras significativas na memaria de curto prazo dos
animais. Os autores concluem ainda, que o grupo HIIT apresentou maior
atividade da enzima AChE e reduzida atividade da enzima da Na*K*-ATPase
em cortex cerebral, além de aumentos da atividade da enzima Na*K*-ATPase
no hipocampo de animais que realizaram exercicio continuo de intensidade
moderada, 0 que contradiz o0s resultados encontrados no testes
comportamentais.

De forma a elucidar os mecanismos pelos quais as enzimas Na*K®-

ATPase e AChE participam nesse processo, faz-se necessario que novos
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estudos avaliem parametros bioquimicos adicionais, especialmente 0s niveis

do neurotransmissor acetilcolina.

4. Materiais e Métodos

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 (110 dias de idade) da espécie C57BL/6, divididas de forma aleatdria
entre os grupos de experimentacdo (10 animais por grupo). O calculo de
tamanho de amostra foi baseado nos resultados da atividade da Na*K*-
ATPase, do estudo de Souza et al.*!, totalizando cinco animais por grupo, para
um poder de 90% e um alfa (erro do tipo 1) de 1% e baseado nos valores do
teste de campo aberto do estudo de Hsueh et al.#?, totalizando cinco Artigos
que utilizaram a medida da atividade da enzima AChE nao permitiram que
fosse realizado o célculo de tamanho de amostra, de modo que, com 0 n
utilizado, o calculo de poder a posteriori determinou o poder foi de 99%.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de
Pelotas e mantidos em condicbes 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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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o numero

23110.009086/2016-60.

4.3. Randomizagéo 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).

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 (VVO:zmax). Devido ao fato que essa linhagem
é considerada isogénica**, sua compatibilidade genética é muito préxima de
100%, sendo plausivel utilizar os resultados do estudo acima* para predizer a
vVO2max de outros camundongos C57BL/6.

Com isso, os animais do grupo HIIT se exercitaram baseados em uma
adaptacdo do protocolo descrito em Afzalpour et al.*6, em esteira prépria para
roedores da marca Bonther® composta por dez baias para camundongos com
uma faixa de velocidade variando de 10 a 100 cm/s e com inclinagdo de zero
grau. Eles 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.
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Alternadamente, nos dias pares, 0s animais se exercitaram 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 os
intervalos foram realizados de forma ativa a 68% da vVO2zmax (i.e.. 17 m/min)
em ambas intensidades (Tabela 1).

Os camundongos do grupo continuo também se exercitaram baseados
em uma adaptagdo do protocolo descrito em Afzalpour et al.*6, em esteira
propria para roedores. O treinamento iniciou a uma intensidade de 80% da
VVO2max (i.e.: 20 m/min) com duragdo de 20 minutos ininterruptos. O principio
da sobrecarga foi exercido pelo aumento na duracdo e do nimero de esforgos
nos grupos continuo e HIIT, respectivamente, como descrito na tabela 1. Os
animais foram estimulados a correr através de estimulagdes manuais suaves
dos pesquisares e por choques elétricos de baixa intensidade (1,5 mA), os
quais ocorriam quando os camundongos encostavam na parte de tras da
respectiva baia.

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.

O grupo sedentario também foi exposto a manipulagdo e ao

eguipamento em que ocorreu o treinamento, porém sem realizar o exercicio.
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4.4 Modelo animal de inflamacgéo

Setenta e duas horas apds a ultima sess@o 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 fisiolégico sendo utilizada a dosagem

de 250 ug/kg, como descrito anteriormente*’-4°.

4.5 Eutanasia

A eutandsia dos animais ocorreu 24 horas apos a inducdo de LPS, através
de anestesia profunda e perfusdo transcardiaca, onde foi realizada a retirada do
cérebro dos animais, o qual foi dissecado e as estruturas cerebrais cortex e
hipocampo foram retiradas para a posterior analise bioquimica.

A figura 1 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, como variavel de controle,
objetivando verificar o impacto do LPS, no momento prévio a administracdo do
LPS e em trés momentos posteriores a administracdo (uma, seis e 12 horas ap6és)
através de um termometro infravermelho modelo FR1DZ1 da marca G-Tech. Para
avaliacdo dessa medida, os pesquisadores suspendiam o animal pela cauda e o
deixavam em contato com a serragem da caixa em que eles ficavam

armazenados e o laser era apontado para o esfincter anal dos roedores.
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4.7 Parametros comportamentais
4.7.1 Teste comportamental de campo aberto

O teste comportamental de campo aberto foi realizado no dia anterior da
eutanasia e teve como objetivo avaliar a atividade locomotora dos animais. O
aparato utilizado consistiu em uma caixa medindo 56 cm x 40 cm x 30 cm, com 0
chédo dividido em 12 quadrantes iguais, medindo 12 cm x 12 cm cada um. A
sessdo de campo aberto teve duracdo de 5 minutos com cada animal e durante
este tempo, um observador registrou o nimero de quadrantes cruzados pelos
animais (periféricos e centrais), o0 tempo em que 0sS animais permaneceram Nnos
quadrantes centrais, 0 numero de rearings (elevacdo das patas dianteiras)
realizados e a quantidade de fezes deixada pelos animais na caixa, quando
houve®°,

Nesse teste, a maior exploracdo dos quadrantes centrais, 0 maior tempo
que 0S animais permanecem nesse espago e 0 maior namero de rearings
realizados, indicam que estdo menos debilitados fisicamente. O numero de
dejetos deixados pelos roedores durante o teste indica que, quanto maior o
namero de fezes depositadas no espaco de teste, mais estressados se encontram

0S animais.

4.7.2 Teste de memoéria de reconhecimento de objetos

O teste de memoaria de reconhecimento de objetos foi realizado no dia da
eutanasia e o0 mesmo baseou-se no estudo de Mello et al.?°. No teste foram
fixados objetos de plastico no piso de numa caixa experimental medindo 56 cm x
40 cm x 30 cm. No primeiro dia, os animais foram colocados em contato com dois

objetos iguais (A) e puderam explorar livremente os mesmos por 5 minutos. O
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teste foi repetido 180 minutos mais tarde, onde um dos objetos foi trocado por
outro (B) para testar a memoria de curto prazo (MCP), ap6s o programa de
treinamento fisico e cada animal foi introduzido na arena por mais 5 minutos. As
posicoes dos objetos (familiares ou novos) foram permutadas aleatoriamente para
cada animal experimental e a caixa foi limpa entre os ensaios.

A exploracao ficou definida como cheirar ou tocar no objeto com o nariz
e/ou patas dianteiras. Sentar-se ou virar-se ao redor do objeto nao foi considerado
um comportamento exploratério. O tempo que o animal expendeu para explorar
cada objeto foi gravado por um observador cego ao tratamento e expresso
posteriormente como a porcentagem do tempo total de exploragdo que foi

calculado em segundos®*.

5 Anélise em estruturas cerebrais
5.1 Determinagéo da atividade da enzima Na+ K+ ATPase

A atividade da Na+ K+ ATPase foi medida no sobrenadante de cortex,
hipocampo e extraido como descrito previamente no estudo de Carvalho et al.>?
com pequenas modificagcbes. O meio de ensaio consistiu em tampao 30 Tris-Hcl
(inmM) (pH 7,4), 0,1 EDTA, 50 NaCl, 5 KCI, 6 MgCI2 e 100 pg de proteina ou
auséncia de ouabaina (4 mM) num volume final de 200 pl. A reacao foi iniciada
pela adicdo de ATP até uma concentracgédo final de 3 mM. Apés 30 minutos a 37°,
a reacao foi encerrada pela adicdo de 50 pl de TCA a 50% (p/v). Foram utilizadas
concentracdes de substratos saturantes e a reacao ocorreu de forma linear com a
proteina e com o tempo. Controles adequados foram incluidos nos ensaios para a
hidrolise ndo enzimatica de ATP. A quantidade de fosfato inorganico (Pi) que foi

liberado foi quantificado colorimetricamente, conforme descrito anteriormente?4,
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onde utilizou-se KH2PO4 como padréo de referéncia. A absorbancia medida foi
de 630 nm.

A atividade especifica da Na+, K+- ATPase foi calculada subtraindo a
atividade insensivel a ouabaina da atividade total (na auséncia de ouabaina) e foi

expressa em nmol de Pi/mg de proteina/min.

5.2 Avaliagédo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

O cortex cerebral e o hipocampo foram homogeneizadas em Tris-HCI 10
mM (pH 7,4) e centrifugados a 1500 rotagdes por minuto. A atividade da AchE
total foi determinada através do método de Ellman et al.>* e expressa em pmoles

de AcSCh/h/mg de proteina.

6. Processamento e analise de dados

Os escores foram digitados no programa Excel® versédo 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 distribuicdo das variaveis, e o teste de Bartlet para verificar a
homogeneidade das variancias.

Para as andalises 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 néo-
paramétricos, o comando Ladder foi utilizado para verificar as possiveis
normalizagbes. As variaveis foram transformadas para a opc¢do mais
significativa de normalizacdo e a analise transcorreu seguindo o modelo

paramétrico. A temperatura corporal foi analisada de modo intra-grupo por uma
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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
os valores néo transformados. Os resultados foram considerados significativos

para p < 0,05.

7. Conflito de interesses

Os autores declaram ndo haver conflitos de interesses.
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Tabela 1. Protocolos de treinamento dos grupos treinamento continuo de intensidade

moderada e treinamento intervalado de alta intensidade.
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Semana Dia GCON . . ~
(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 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 esforgos, 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 havera um descanso ativo a 68% vvVO2max com 60 s de duracdo. Intensidade: percentual da
VWO2zmax; GCON: treinamento continuo de intensidade moderada; GHIIT: treinamento intervalado de alta
intensidade; min: minutos; s: segundos.



Familiarizacdo
dos grupos
exercitados

Protocolo de treinamento fisico
(5 dias por semana)

Figura 1. Design experimental.

129

Injecdo
do LPS

Eutanésia\ \

I I Dias

45 46

J



Nimero de cruzamentos

Numerode cruzamentos

Segundos

5 88 3

80
70
60
50

30
20
10

25

20

15

10

130

Cruzamentos periféricos Cruzamentos Centrais

IPRRPEL) ’ 510

Nimero de cr
o N B g

Sedentario Continuo HIT Sedentario Continuo HIT
Cruzamentos Totais Numero de fezes
1,6
l 1,4
l 1,2
,/// 2 1
B
/ Sos6
7
/ 0,2 7%
7 . 7
Sedentario Continuo HIT Sedentario Continuo HIT

Tempo no quadrante central

Sedentario Continuo HIT

Figura 2. Resultados do teste de campo aberto 12 horas apds a inje¢do de LPS. Os
valores das variaveis “cruzamentos periféricos”, “cruzamentos totais” e “numero de fezes”
foram transformados e analisados pela sua raiz quadrada, ja “cruzamentos centrais” e “tempo
no quadrante central” foram transformados e analisados pelo seu logaritmo (valores das
transformacg@es nao representados nos graficos). Sem diferencas estatisticamente significativas
nos cruzamentos periféricos ([F(2,25)=0,69, p=0,5]), cruzamentos totais ([F(2,25)=0,83, p=0,4]),
namero de fezes ([F(2,25)=0,7, p=0,5]), bem como nos cruzamentos centrais ([F(2,25)=2,24,
p=0,1]) e tempo no quadrante central ([F(2,24)=1,58, p=0,2]). Valores expressos em média +

EP (n = 8-10 por grupo).
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Figura 3. Resultados do teste de reconhecimento de objetos 12 horas apés a injecdo de LPS. *diferenca
estatisticamente significativa do grupo continuo ([F(2,25)=5,01, p=0,01]). Valores expressos em média + EP

(n =9-10 por grupo)
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Figura 4. Niveis cerebrais (cOrtex e hipocampo) das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e so6dio potassio ATPase
(Na*,K*-ATPase), 12 horas ap6s a injecdo de LPS. Os valores da AChE no hipocampo e da Na*,K*-ATPase no cértex
cerebral foram transformados e analisados pelo inverso da raiz quadrada (valores das transformacfes né&o
representados no grafico) *Diferenca estatisticamente significativa entre grupos ([F(2,12)=9,21, p=0,004) para a atividade
da AChE no cértex cerebral e [F(2,9)=4,81, p=0,04; F(2,9)=8,81, p=0,008 para a atividade da Na*K*ATPase em cortex
cerebral e hipocampo, respectivamente]; *Andlise de variancia de tendéncia linear (p=0,002 para atividade da AChE e

p=0,01 para Na*K*-ATPase). Valores expressos em média + EP (n = 4-5 por grupo).
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Diferentes tipos de exercicio fisico previnem contra déficits locomotores

e auxiliam na memoria de camundongos: consideracdes iniciais

Sabe-se que o exercicio fisico gera inUmeros beneficios para os sujeitos
que o praticam, desde melhoras na resisténcia fisica, reforco muscular, perda
de peso, prevencdo de doencas crbnicas como hipetensédo, diabetes,
obesidade, entre outras, até mesmo auxiliando na melhora da memodria e
aprendizagem.

Nesse sentido, pesquisadores do curso de doutorado em Educacéo
Fisica e Bioquimica e Bioprospeccdo da UFPel, desenvolveram uma pesquisa
para verificar os efeitos de dois tipos de exercicio fisico sobre a locomocéo,
memodria e atividade de duas enzimas, envolvidas no processo da transmissao
dos impulsos nervosos e no adequado funcionamento das sinapses
colinérgicas em animais induzidos a neuroinflamacéo por lipopolissacarideo
(LPS).

Nesse estudo, camundongos foram submetidos a dois modelos de
exercicio fisico: 1) exercicio intermitente de alta intensidade na esteira (mais
conhecido como HIIT), em que o sujeito realiza curtos periodos de corrida (30
segundos aproximadamente) numa intensidade elevada, intercalados por
momentos de recuperagdo ativa e 2) exercicio continuo de intensidade
moderada (mais conhecido como aerébio), em que o praticante fica um periodo
prolongado (aproximadamente 20 minutos) realizando caminhada ou corrida na
esteira.

Foi verificado que os animais que realizaram os dois modelos de
exercicio nado apresentaram alteracbes na sua atividade locomotora.
Adicionalmente, ficou demonstrado que o0s animais que se exercitaram
apresentaram melhores resultados no teste comportamental que avalia a
memoria e isso indica que o exercicio fisico, especialmente o HIIT, pode ser
uma nova alternativa na prevencédo de doencas que afetam o cérebro desses
animais.

Os pesquisadores também avaliaram duas enzimas que estdo
envolvidas na transmissao dos impulsos nervosos, a AChE e a Na*K*-ATPase

e encontraram que O grupo que realizou exercicio intermitente de alta
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intensidade apresentou aumentos na atividade da AChE e reducdes na Na*K*-
ATPase, no cortex cerebral.

O proximo passo dos pesquisadores que investigam a associacao entre
exercicio fisico e parametros cerebrais, deve ser a busca por intervencdes
realizadas com humanos, para verificar se tais efeitos também podem ser
encontrados, o que traria mais uma opcdo nao medicamentosa para a

prevencao de doencas de ordem cerebral.
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