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RESUMO

A sepse é caracterizada por anormalidades fisiologicas decorrentes de um processo
infeccioso e inflamatdério. Durante a sepse, o sistema nervoso central (SNC) é um dos
primeiros sistemas a ser afetado, e isto se manifesta como encefalopatia associada a
sepse (EAS). Estudos comprovam a relevancia do exercicio fisico como uma
intervencdo para melhorar a funcdo cognitiva e saide do SNC, tendo em vista seus
efeitos sobre a neurogénese e neuroplasticidade. Sendo assim, este trabalho
objetivou comparar a sensibilidade a encefalopatia séptica sob parametros
neuroinflamatorios e neuroquimicos em ratos sedentarios e ratos submetidos ao pré-
condicionamento fisico aerébio. Ratos Wistar machos adultos foram randomizados
nos grupos experimentais sham+Sedentario (S) (n = 7), sham+Treinado (T) (n = 7),
Ligacdo e Perfuragcdo Cecal (CLP)+S (n = 10) e CLP+T (n = 10) e submetidos ao
protocolo de treinamento de corrida durante 21 dias. Quarenta e oito horas apés o
altimo dia de treinamento, os animais foram submetidos ao modelo de inducdo de
sepse por CLP. Vinte e quatro horas apds, os animais sofreram morte indolor assistida
por overdose de tiopental seguida por decaptacdo em guilhotina para a coleta do
cortex pré-frontal e dosagem de citocinas TNF-q, IL-6 e IL-10, infiltrado de neutréfilos,
dano oxidativo a lipideos e proteinas, além de enzimas antioxidantes SOD e CAT.
Observou-se que a sepse aumentou o0s niveis de TNF-a, IL-6, o infiltrado de
neutréfilos, bem como o dano aos lipideos e as proteinas carboniladas, enquanto
reduziu os niveis de IL-10, a integridade de grupamentos sulfidrilas e a atividade da
SOD e CAT. O condicionamento fisico aerdbio preveniu o aumento de TNF-a, reduziu
o infiltrado de neutréfilos, o dano aos lipideos e grupamentos sulfidrilas, além de
aumentar a atividade da SOD e CAT. Conclui-se que o pré-condicionamento fisico
aerébio exerceu efeitos positivos sobre parametros neuroinflamatérios e

neuroquimicos em ratos com sepse polimicrobiana.

Descritores: sepse, disfuncdo cerebral, estresse oxidativo, sedentarismo, exercicio

fisico.



ABSTRACT

Sepsis is characterized by physiological abnormalities arising from an infectious and
inflammatory response. During sepsis, the central nervous system (CNS) is rapidly
affected, resulting in sepsis-associated encephalopathy (SAE). Studies demonstrate
the relevance of physical exercise as an intervention to improve the cognitive function
and health of the CNS, inview of its effects on neurogenesis and neuroplasticity. Thus,
this study aimed at comparing the sensitivity to SAE under neuroinflammatory and
neurochemical parameters in sedentary rats and rats submitted to aerobic physical
conditioning. Adult male Wistar rats were randomly assigned to the sham+ Sedentary
(S) (n =7), sham+ Trained (T) (n = 7), cecal ligation and perforation (CLP)+S (n = 10)
and CLP+T (n = 10) and subjected to treadmill training for 21 days. Twenty-four hours
after the last training session, the animals were submitted to sepsis induction by the
CLP model. Forty-eight hours later the animals suffered assisted painless death by
thiopental overdose followed by guillotine decaptation and the prefrontal cortex was
harvested to determine the levels of TNF-a, IL-6 and IL-10 , neutrophil infiltrate,
oxidative damage to lipids and proteins and antioxidant enzymes SOD and CAT.
Sepsisincreased the levels of TNF-a, IL-6 and neutrophil infiltrate, as well as damage
to lipids and carbonylated proteins, while reduced IL-10 levels, the integrity of sulfhydryl
groups and the activity of SOD and CAT. Aerobic physical conditioning prevented the
increase of TNF-a, reduced neutrophil infiltrate and the damage to lipids and sulfhydryl
groups, while increased SOD and CAT activity. In conclusion, aerobic physical
conditioning exerted positive effects on neuroinflammatory and neurochemical

parameters in the prefrontal cortex of rats with polymicrobial sepsis.

Keywords: sepsis, brain dysfunction, oxidative stress, sedentarism, physical exercise.
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1. INTRODUCAO

A sepse é caracterizada por anormalidades fisioldégicas decorrentes de um
processo infeccioso, intrinsecamente relacionadas a uma consequente e exacerbada
resposta inflamatéria sisttmica capaz de ocasionar danos teciduais e manifestacées
clinicas!. Estima-se a ocorréncia de aproximadamente 17 milhGes de casos de sepse
anualmente em todo o mundo, sendo a principal causa de morte em unidades de
terapia intensiva (UTIs) ndo cardiolégicas, com elevadas taxas de letalidade. Essas
taxas variam, essencialmente, de acordo com as caracteristicas socioeconémicas do
pais?.

Sua fisiopatologia envolve a ativacdo do sistema imunolégico, com
consequente resposta no aumento da expressdo de mediadores inflamatérios, tais
como citocinas e espécies reativas. A progressao da resposta inflamatoria pode ser
associada ao desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e de nitrogénio (ERNs) e o déficit de sua degradacdo por enzimas antioxidantes
enddgenas3->.

Durante a sepse, o0 sistema nervoso central (SNC) é um dos primeiros 6rgaos
afetados, e isto se manifesta clinicamente como encefalopatia associada a sepse
(EAS), sendo relacionada com o aumento da morbidade e mortalidade®’. Sabe-se que
até 70% dos pacientes sépticos podem desenvolver EAS, e esta é associada com a
ocorréncia de disfungédo cognitiva em longo prazo®.

Atualmente, € possivel prevenir o surgimento de doencas crbnicas nao
transmissiveis, bem como melhorar o prognéstico e qualidade de vida dos individuos
ja acometidos, por meio de acfes para a prevencdo dos seus principais fatores de
risco%10, Entre essas acdes encontra-se a pratica de exercicio fisico aerébio.

A literatura demonstra que o treinamento fisico pode ser um estratégia
potencialmente efetiva para neutralizar a inflamacgéo sistémical® e melhorar a fungdo
motora e cognitiva em doencgas autoimunes, como esclerose mdltiplal. No que tange
a protecao contra 0 estresse oxidativo, estudos mostram que o treinamento fisico
aerébio aumenta a producdo de antioxidantes enzimaticos, agindo na manutencédo de
um balanco redox adequadol213.14,

Em modelo animal de sepse verificou-se que o pré-condicionamento fisico
aerdbio preveniu o dano oxidativo em lipidios e proteinas e melhorou a atividade

antioxidante no musculo esquelético!®. Entretanto, a possibilidade de que o exercicio
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fisico moderado e regular atue como fator de protecdo no SNC nédo foi investigada até
0 presente momento.

Assim, estudar os efeitos do exercicio em situacdes fisiopatolégicas pode
sugerir mecanismos preventivos e elucidar como esses efeitos ocorrem em diferentes
regides do SNC. Sob essa 6tica, norteou-se o0 estudo “Sensibilidade a encefalopatia
associada a sepse: comparagao entre animais sedentarios e ndo sedentarios”, para
entender as diferengcas entre sedentarismo e ndo sedentarismo sobre aspectos
neuroquimicos e neuroinflamatoérios relacionados a EAS, com o objetivo de minimizar
os danos neuronais em ratos submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana.

Nesse enfoque, se o pré-condicionamento fisico aerébio exerce um papel
importante sobre a diminuicdo de mediadores inflamatérios, assim como o estresse
oxidativo periférico em modelo animal de sepse, hipotetizamos que o exercicio fisico
regular podera minimizar os danos encefalicos em ratos submetidos ao modelo de

sepse polimicrobiana grave, comparados com ratos em atitude sedentaria.

1.1 DEFINICAO DE SEPSE E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A sepse é caracterizada por anormalidades fisiolégicas decorrentes de um
processo infeccioso, intrinsecamente relacionadas a uma consequente e exacerbada
resposta inflamatoéria sistémica capaz de ocasionar danos teciduais e manifestagdes
clinicas+18,

O termo sepse origina-se do grego sépsis, que significa putrefacdo. Citado
nos poemas de Homero (700 a.C.), foi descrito por HipOcrates como perigoso,
odorffero comprometimento biolégico que poderia ocorrer no organismo®. Como
manifestacdo de diferentes endemias e epidemias, a sepse causou profundo impacto
na histéria da humanidade. Um dos exemplos mais ilustrativos é a epidemia da peste,
que dizimou um terco da populacédo europeia no século XIV2. Apesar de sua primeira
descricao ter sido realizada no século VI, apenas em 1992 foram publicadas as
primeiras definicbes a respeito da doencal®, pelo American College of Chest

Physicians e a Society of Critical Care Medicine, descritas no Quadro 1.
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Quadro 1 - DefinicBes de sindrome da resposta inflamatoria sistémica, sepse, sepse

grave e choque séptico no consenso de 1992.

Sindrome da

a) temperatura central > 38,3° C ou < 36°C;

Resposta b) frequéncia cardiaca > 90bpm;

Inflamatodria c) frequéncia respiratéria > 20 rpm

Sistémica d) leucdcitos totais > 12.000/mm?3 ou < 4.000/mm3
Sepse SIRS secundaria a infec¢do, confirmada ou suspeita

Sepse grave

Sepse associada a disfungdo organica, hipotensao ou
sinais de hipoperfusédo. Hipoperfusdo e anormalidades da
perfusdo podem incluir, mas ndo estéo limitadas a
hipotenséo, hipoxemia, acidose latica, oliguria e alteracao

aguda do estado mental.

Choque séptico

Estado de faléncia circulatéria aguda caracterizada pela
persisténcia de hipotensdo arterial em paciente séptico, a
despeito de adequada reposicéo volémica, com
necessidade de vasopressores, na auséncia de outras

causas de hipotensao.

Fonte: Instituto Latino-Americano de Sepse, 20152

Essas definicdes, entretanto, foram alvo de criticas, tanto por sua excessiva

sensibilidade, como pela falta de especificidade?. Numa tentativa de adequar estas

definicbes, as mesmas sociedades reuniram-se novamente em 20014, quando

acrescentaram outros sinais e sintomas comumente encontrados em pacientes

sépticos, conforme o Quadro 2.
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Quadro 2 - Critérios diagnoésticos para sepse no consenso de 2001.

Sepse - Infeccdo documentada ou suspeita de alguma das variaveis:

Variaveis Sinais e sintomas clinicos

Febre ou hipotermia; Taquicardia; Taquipneia; Alteracdo do
Gerais estado mental; Edema ou balango hidrico positivo;

Hiperglicemia.

. Leucocitose ou leucopenia; Elevacéo de procalcitonina ou
Inflamatérias ] _
proteina C reativa.

o Hipotensdo arterial; Saturagdo venosa alterada; Débito
Hemodinamicas )
cardiaco aumentado.

Hipoxemia; Reducdo do débito urinario ou elevagao

Disfungéo o . . _
. creatinina; Alteragdo da coagulacao ou plaquetopenia;
organica _ ~ .
Alteracdo da funcdo hepatica.
Perfuséo Hiperlactatemia; Diminuigdo de enchimento capilar ou
tecidual livedos.

Fonte: Instituto Latino - Americano de Sepse, 20152

Em 2016 foi publicado o terceiro consenso a respeito da sepse, quando a
doenca passou a ser definida como a disfungcdo de 6rgdos com potencial risco de vida,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a infeccdo?l. A partir
deste momento, extinguiu-se a nomenclatura sepse grave, que identificava a sepse
associada a disfuncdo orgéanica, mantendo-se apenas 0s termos sepse e choque
séptico. Associado a isso, recomendou-se diagnosticar a disfuncdo orgéanica por meio
do escore quick-SOFA, que é a medida sequencial rapida de faléncias organicas e
analisa frequéncia respiratoria, pressdo sanguinea sistolica e alteracfes do estado
mental.

Em relacdo a epidemiologia da doenca, a sepse € a causa mais comum de
mortalidade em UTIs ndo corondrias, com taxas de 50-60%?22. A andlise de ocorréncia
de sepse em uma amostra representativa de todos os hospitais ndo-federais norte-
americanos, entre os anos de 1979 e 2000, elencou a ocorréncia de 660.000 casos
de sepse no ano de 2000, sendo que a sepse grave foi diagnosticada em 256.000

destes casos. Verificou-se que individuos homens e de etnias ndo brancas
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apresentaram maior incidéncia da doenca e que 17,9% dos casos morreram em
decorréncia da sepse?3.

Um estudo multicéntrico internacional apontou para diferenca importante de
letalidade entre o Brasil (67,4%) e outros paises do mundo (49,6%). O banco de dados
do Instituto Latino-Americano de Sepse - ILAS, com mais de 22 mil pacientes, mostrou
uma letalidade de 46%, com diferenca significativa de letalidade entre instituicbes
ligadas ao Sistema Unico de Saude - SUS (58,5%) e aquelas ligadas & salde
suplementar (34,5%)3. Dados nacionais ainda mostram que 0s gastos com pacientes
em UTls representam aproximadamente 30 a 35% dos gastos gerais com a area da
saudel’.

A disfuncdo organica é caracteristica acentuada da sepse; quanto maior o
nimero de 6rgdos em faléncia, pior o prognéstico do paciente, onde cada 6rgéo em
disfuncdo representa um acréscimo de 15-20% na mortalidade?®. Classicamente,
pesquisadores focam a atencéo na disfuncdo de multiplos 6rgéos periféricos, ficando
a disfuncéo cerebral em segundo plano?6. No entanto, a disfuncdo neurolégica pode
levar a elevacdo da mortalidade em curto e longo prazo?’. Por isso, tem se dado
atencdo a disfuncdo cerebral na sepse, tanto em sua fase precoce (encefalopatia)
com presenca de delirium, quanto em sua fase tardia (sequelas cognitivas) e sua
contribuigcdo para o aumento de mortalidade, permanéncia na UTI com maiores gastos

e perda da capacidade produtiva28,

12 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A fisiopatologia da sepse envolve ainteracdo entre o microrganismo infectante
e 0 hospedeiro. Frente a um microrganismo, as células integrantes do sistema imune
(por exemplo, neutrofilos, macréfagos e células dendriticas) iniciardo a resposta imune
ao reconhecer, por meio de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs, do
inglés pattern recognition receptor), estruturas constitutivas da parede celular deste
microrganismo, como &cido lipoteicéico (LTA) e peptideoglicanos, de bactérias Gram-
positivas (exotoxinas), ou lipopolissacarideos (LPS), de bactérias Gram-negativas
(endotoxinas)?°:30,

Estas estruturas constitutivas sdo denominadas padrbées moleculares
associados a patégenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular pattern) e

podem ser liberadas durante a replicacdo do microrganismo e/ou em virtude de sua
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morte. Ademais, os receptores PRRs também podem reconhecer outros ligantes
derivados de tecidos inflamados, que sao proteinas intracelulares ou mediadores
liberados por células entrando em apoptose. Estes ligantes sdo denomindos padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPSs, do inglés damage-associated molecular
pattern molecules)3%:32,

Os receptores PRRs mais conhecidos s&o os Toll-like (TLRs, do inglés Toll-
like receptors). Estes receptores localizam-se em regido transmembrana e possuem
dominios extracelulares e citoplasmaticos33. Até o momento, a literatura aponta o
direto envolvimento de dois receptores TLR com o desenvolvimento da sepse: 0 TLR-
2 e 0 TLR-434,

Através da ativacdo dos receptores TLR-4 ou TLR-2 é desencadeada a
transcricdo génica de citocinas pro-inflamatérias através da ativacdo do fator de
transcricdo nuclear-kB (NF-kB). Inicialmente é liberado o Fator de Necrose Tumoral-
alfa (TNF-a) e a Interleucina-18 (IL-1B), e ap6s IL-6, os quais favorecem uma intensa
resposta celular, com liberacdo de mediadores secundarios, quimiotaxia e ativacao de
granulocitos, para finalmente serem liberados os mediadores anti-inflamatdrios como
a IL-10 na resolugdo da inflamagédo. Os mediadores com perfil pro-inflamatério, por
sua vez, sao responsaveis pela reativacdo das células fagocitarias e da cascata
inflamatéria, gerando assim um ciclo vicioso inflamatério®. A liberacéo exacerbada de
mediadores inflamatérios associada ao dano celular causado pela acdo espécies
reativas de oxigénio (EROs) por neutréfilos ativados podem causar alteracdes
hemodinamicas, como extravasamento capilar, vasodilatacdo e reducdo do ténus do
miocardio, além de alteracdes na coagulagdo sanguinea3637,

Durante a sepse ocorre um aumento expressivo de PAMPs e DAMPs
circulantes; assim, ha elevada interacdo entre estes padrdes e os receptores PRRs.
A interacdo promove a superestimulacdo do sistema imunolégico e,
consequentemente, a sindrome da resposta inflamatéria sistémica, ou SIRS3!. A SIRS
€ caracterizada pela massiva producdo de mediadores inflamatérios, como
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, quimiocinas e espécies reativas38-49,

Segundo Vincent e Korkut*l, na sepse ocorre ainda um desequilibrio entre o
consumo e a disponibilidade de oxigénio, podendo levar ao quadro de hipoxia tecidual.
Com a finalidade de priorizar a utilizacdo do oxigénio para as areas mais importantes,
como miocardio e cérebro, ocorrem alteragdes na microcirculagdo e o fluxo sanguineo

podendo ser insuficiente em outros tecidos. Ademais, podem ocorrer alteracées na
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circulacdo sistémica, causando vasodilatacdo e hipotensdo, alteracbes na
microcirculacdo e distarbios na cascata da coagulagdo?43. O tempo de duracdo dessa
situacdo pode levar a importantes alteracfes celulares e teciduais, desenvolvendo-se
a sindrome de disfuncdo mudltipla de érgaos, dentre os érgaos mais afetados estédo o

figado, pulméo, rins, coracéo e o cérebro4.

1.2.1 Disfuncéao cerebral e sepse

Durante a sepse, 0 SNC é um dos primeiros sistemas a ser afetado, e isto se
manifesta como EAS ou delirium associado a sepse (DAS)6. A EAS é uma desordem
neurolégica aguda, difusa e reversivel, quando ndo ha faléncia de érgéos, hipdxia ou
outra causa identificavel*>46. A prevaléncia da EAS apresenta ampla variagdo em
virtude da metodologia de deteccdo empregada, mas estima-se que entre 8% e 70%
dos individuos internados com sepse em UTIs apresentem esta encefalopatia,
inclusive nas fases iniciais da sindrome séptica®4°,

A EAS manifesta-se como uma lentificagdo no processamento cognitivo,
delirium ou coma?*’. Apesar destes sintomas serem transitérios, evidéncias indicam a
ocorréncia de danos cognitivos persistentes em longo prazo, ou seja, as complicacbes
neurologicas decorrentes da sepse podem acarretar em prejuizos funcionais, reducao
na qualidade de vida e elevada mortalidade#.

Os mediadores inflamatérios gerados ja nas primeiras horas apoés a infeccao
na sepse podem prejudicar o funcionamento do SNC por meio de trés vias, conforme
explicitado na Figura 1:

1) os sinalizadores inflamatérios gerados em nivel periférico sado reconhecidos
por receptores no nervo vago e ativam sinais aferentes, que séo retransmitidos ao
nucleo do trato solitario no tronco cerebral;

2) estes sinalizadores inflamatorios podem infiltrar-se no encéfalo através do
plexo coroide e dos Orgdos circumventriculares, que sao regides encefalicas
deprivadas de BHE, reguladoras do sistema nervoso autbnomo e neuroenddécrino e
gue expressam componentes do sistema imune;

3) a producdo de 6xido nitrico (NO) e citocinas inflamatoérias na fase inicial da
sepse ativa as células endoteliais periféricas e cerebrais e estimula a liberacdo de

mediadores inflamatérios no SNC, que influenciara a permeabilidade da BHE 746,
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Figura 1 - Vias relacionadas a disfungdo cerebral na sepse.
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Fonte: Adaptado de Sonneville et al., 2013.

Esses percursos instigam a ocorréncia de resposta inflamatéria local, que
envolvera aativacao de células microgliais, que séo células imunes residentes do SNC
e, normalmente, permanecem em um estado de vigilancia imune. Entretanto, em
situacdes de lesdo cerebral ou estimulo imunolégico, estas células mudam para o
estado ativado*9-°1,

Assim como ocorre perifericamente, ligantes como PAMPs e DAMPs
conectam-se aos receptores nas microglias e ha a geracdo de resposta
inflamatdria®23, Desta maneira, as micréglias sdo capazes de sintetizar diversos
compostos pro-inflamatérios e potencialmente neurotéxicos, como NO, espécies
reativas como superoxido, citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1B, e
eicosanoides®?54-56 Esta resposta inflamatéria é fundamental para a recuperagéo do
SNC; todavia, adquire um carater nocivo ao prolongar-se, pois gerara danos
secundarios aos neurdnios e exacerbara a ocorréncia de lesbes estruturais, morte
celular e disfuncdo neurolégica®2°’. Esta producdo é, por si sé, responsavel por
retroalimentar as les6es na BHE, causando assim um circulo vicioso de aumento da

disfungdo cerebral e lesdo’.
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1.2.1.1 Barreira hematoencefalica

A BHE consiste em uma complexa estrutura que circunda 0S microvasos
cerebrais e protege 0 SNC contra a exposi¢do a compostos potencialmente tdxicos>8.
Esta barreira reveste o encéfalo e a medula espinal de mamiferos e pode ser
encontrada em praticamente todas as regifes do encéfalo, exceto em locais que
regulam o sistema nervoso autdnomo e glandulas enddécrinas, ja que nestas estruturas
a difusdo de moléculas do sangue por meio da parede do vaso é imprescindivel®®.
Estas estruturas com auséncia de BHE localizam-se no meio do sistema ventricular,
por isso recebem o nome de Orgdos circumventriculares (CVOs, do inglés
circumventricular organs)®0:61,

A disfuncdo da BHE é considerada o evento inicial na patogénese de diversas
doencas do SNC*®2. Na sepse, este processo pode surgir em decorréncia do estimulo
em uma das trés vias descritas anteriormente e dos produtos inflamatorios gerados.
Assim, o estresse oxidativo e ainflamacéo sistémica sdo dois importantes mediadores
na reducdo da integridade na BHE em individuos com sepse®3.64,

O estresse oxidativo favorece o estado pro-inflamatorio devido a capacidade
de causar lesédo endotelial, estimular a liberacdo de citocinas e fatores quimiotaticos
para atracdo de neutréfilos, além de prejudicar a fungdo mitocondrial®® e ocasionar
dano oxidativo a moléculas celulares, como lipideos, proteinas e DNAS®,

A producdo de mediadores inflamatérios — em decorréncia da elevacdo na
concentracdo de espécies reativas, ou em virtude do processo inflamatorio — atrai
células do sistema imune, como neutrofilos, para o encéfalo apés o inicio da lesédo a
BHE®’. Ou seja, durante a evolugdo do quadro séptico, os neutréfilos podem ser
ativados, aderirem-se ao endotélio vascular e migrar para o SNC. Estas células sao
cruciais para a resposta imune inata, devido a elevada eficiéncia em degradar
bactérias por meio de proteases e espécies reativas®®,

No entanto, evidéncias demonstram alteragfes nas fungdes dos neutréfilos
durante a sepse, implicando em reducao no processo de migracdo destas células ao
foco infeccioso e insuficiente resposta antimicrobiana. Também sdo visualizados
acumulos de neutréfilos em orgaos vitais, envolvidos em dano tecidual e faléncia de
multiplos 6rgéos®?:70, Sabe-se que o NO — e as enzimas que o sintetizam, assim como

as especies reativas formadas a partir dele — influenciam a migracéao e adeséo dos
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neutrofilos no endotélio, ja que diminuem a expressdo de moléculas de adeséo
necessarias para este processo’%72,

A sepse pode causar diversos efeitos deletérios ao cortex pré-frontal, bem
como a outras estruturas do SNC que interagem com esta regido’3. O coértex pré-
frontal € fundamental para a realizacdo de funcées cognitivas e executivas de primeira
ordem, as quais envolvem memodria de trabalho, comportamento condicionado ao
medo, tomada de decisdes e atencdo’47>. Apesar de estar envolvido pela BHE, esta
estrutura esta em constante comunicagcdo com outras regides encefélicas, além de
ser amplamente requisitada para funcées basicas em virtude do grande nimero de
receptores para corticosteroides em suas células’®, tornando-se susceptivel a efeitos
deletérios promovidos por processos inflamatorios, de estresse oxidativo e

infecciosos’’:78,

1.2.1.2 Espéciesreativas de oxigénio/nitrogénio e antioxidantes

O termo radical livre é usado para designar qualquer atomo ou molécula que
contém um ou mais elétrons desemparelhados’®-82, Podem ser formados pela perda
de um elétron de um ndo-radical ou no caso do rompimento de uma ligagéo covalente,
caso cada um dos atomos envolvidos figuem com um elétron®s.

Em condicdes aerbbicas, mais de 90% do oxigénio € convertido em agua pela
enzima citocromo oxidase na cadeia transportadora de elétrons, por meio de um
mecanismo de quatro elétrons, sem que haja liberacdo de espécies reativas. O
produto final desta reacdo é a geracdo de ATP por meio da fosforilacdo oxidativa. Ja
0 oxigénio restante, menos que 10%, € reduzido por meio de vias sucessivas de um
elétron ao radical &nion superoxido (O2"), seguido por nova reducdo e recebimento de
dois prétons para formar o peroxido de hidrogénio (H202). O H202 ndo € um radical
livre, mas é mais ativo quimicamente que o O2" e possui elevada facilidade para
difusdo através das membranas celulares, por isso é considerado uma ERO. Na
sequéncia de reacgdes, o H202 recebe outro elétron e pode torna-se o radical hidroxil
(HO") e o anion hidroxil (OH"). Por fim, o radical hidroxila reage com mais um elétron
e préton para formar uma molécula de agua®:.

Além das EROs, existem também aquelas originadas a partir da oxidagéo do

nitrogénio, as espécies reativas de nitrogénio (ERN), dentre as quais cita-se o NO,
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anion peroxinitrito (ONOO™), anion nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO:27), acido
peroxinitroso (ONOOH), cation nitrénio (NO2*) e triéxido dinitrogénio (N203)8586,

O NO é gerado ap0s a conversao de L-arginina a L-citrulina sob a acao das
trés isoformas da enzima o6xido nitico sintase (NOS). Em determinadas
circunstancias, a ativacdo da enzima NOS induzivel (INOS) nos macrofagos,
neutréfilos ativados e astrocitos, por exemplo, estimula a produgdo constante de NO
em quantidades micromolares, o que leva ao dano tecidual®®.

Em virtude da elevada capacidade de difusdo entre tecidos por meio de
eritrécitos, o NO pode ser rapidamente removido ao reagir com a hemoglobina e
converter-se a nitrato. No entanto, quando o anion O2" e o NO séo sintetizados em
locais muito préximos, ocorrerd a combinacdo espontdnea de ambos para formar
ONOO™, sem a dependéncia enzimatica, ja que nenhuma enzima consegue catalisar
reacGes em tal velocidade®’.

A producéo continua de espécies reativas durante os processos metabdlicos &
contrabalanceada por mecanismos de defesa antioxidante, para limitar os niveis
intracelulares e impedir a indugdo de danos®. Uma ampla definicdo de antioxidante
seria qualquer substancia que, presente em baixas concentracdes quando comparada
a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira
eficaz®.

As enzimas de defesa antioxidante operam como um sistema coordenado,
balanceado, e atuam juntamente com outros antioxidantes ditos ndo-enzimaticos a fim
de proteger o organismo contra a injuria celular causada pelas ERNs e EROs. Este
complexo de sistema antioxidante enzimatico € constituido pela superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)%°.

O estresse oxidativo, desta maneira, ocorre quando existe um desequilibrio
entre a geracdo de espécies reativas e as defesas antioxidantes, ocasionando um
potencial dano oxidativo. A membrana celular € um dos componentes mais atingidos
pelas EROsS/ERNs e possui elevada susceptibilidade a peroxidacdo lipidica, que
acarreta alteracbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Consequentemente, ha perda da seletividade na troca i6nica, liberacdo do conteudo
de organelas e formacéo de produtos citotéxicos, culminando na morte celular®l. Além
disso, as proteinas celulares também sofrem reacdes oxidativas, que levam a
alteracdes nas suas estruturas e funcdes®2. Por fim, o dano pode propagar-se até o

nlcleo celular, danificando o DNA e dificultando os mecanismos de reparagao®8293.94,
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De uma forma geral, todas as células podem sofrer dano oxidativo, porém o
cérebro é particularmente suscetivel, pois utiliza altas taxas de oxigénio, suas defesas
antioxidantes sdo modestas e as membranas neuronais sao ricas em acidos graxos
polinsaturados, o que predispde ao dano cerebral®.

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na sepse, possuindo
relacdo com a disfuncdo ao SNC13. Estudos em modelos animais mostram que, além
de uma producdo aumentada de espécies reativas, ha também uma diminuicdo da
atividade de enzimas antioxidantes®6:15:97,

No que se refere especificamente a atividade fisica, evidéncias mostram os
beneficios ao metabolismo oxidativo em &reas cerebrais de roedores submetidos a

exercicio de intensidade leve a moderado.

1.3 TREINAMENTO E EXERCICIO FiSICO

O termo internacional “Treinamento Fisico”, significa o uso propositado e
sistematico de exercicios fisicos para desenvolver e melhorar as capacidades fisicas
— definidas como qualidades fisicas motoras passiveis de treinamento — e o nivel de
desempenho de atividades especfificas previamente determinadas®. Atividade fisica
€ qualquer movimento corporal produzido pela musculatura que resulte num gasto de
energia acima do nivel de repouso. J& o exercicio fisico € uma forma de atividade
fisica planejada, repetitiva, com orientacdo profissional, que visa a desenvolver a
resisténcia fisica e as habilidades motoras, buscando o condicionamento fisico®.

Durante um treinamento, 0 corpo ajusta seu funcionamento cardiovascular e
respiratorio de modo a atender adequadamente as maiores demandas dos musculos
ativos. Ocorre também um aumento no volume sanguineo cerebral, melhora a
memoria e reducdo do risco de comprometimento cognitivol9%101  Assim, quando
executado de forma regular e moderada, o treinamento fisico é associado a melhora
na resposta imunel®?, na funcdo dos sistemas cardiorrespiratério e vascular, no
funcionamento do metabolismo e, se realizado em intensidades e dura¢fes variadas,
pode melhorar a cogni¢éol%s.

A realizacdo de um programa de treinamento envolvendo exercicios de leve
e moderada intensidade regulam a expressdo e 0s niveis de neurotrofinas em

diferentes areas do cérebro de roedores, como o cortex pré-frontal. Também foi
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demonstrado que o0 exercicio pode estimular a neurogénese nessas areas, assim,
melhorar a memoria espacial e aprendizagem?04.105,

Estudos em animais comprovam a relevancia do exercicio fisico como uma
intervencdo comportamental para melhorar afuncdo cognitiva e salde do SNC, tendo
em vista seus efeitos multidimensionais sobre a fungcdo cerebral, incluindo

neurogénese e neuroplasticidade104.106.107,

1.3.1 Exercicio fisico sobre a neuroinflamacéo e o estresse oxidativo

O exercicio fisico aerobio de intensidade leve a moderada desencadeia
respostas regulatérias que retardam, no minimo parcialmente, o declinio da atividade
mitocondrial cerebral e a ocorréncia do estresse oxidativo ao prevenir a diminuicdo
das atividades enzimaticas1198.109  Exerce também efeitos protetores no sistema
dopaminérgico, elevando a atividade neuronal por meio da regulacdo de fatores
neurotréficos, aumento da neurogénese e diferenciacdo celular e retardo da morte
celular'l®, Desta maneira, o exercicio fisico aerébio de intensidade leve a moderada
pode ser considerado uma estratégia neuroprotetora.

Quando praticados em intensidades extenuantes, 0s exercicios podem
aumentar os niveis de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interleucinas (IL- 1B, IL-6 e IL-8)110, Entretanto, os efeitos positivos do
exercicio de intensidade leve a moderada tém sido relacionados ao aumento na
producdo de citocinas anti-inflamatérias e redugcdo nos niveis de citocinas pro-
inflamatérias!!. Isto parece acontecer devido a capacidade do exercicio fisico
moderado em modular a expressao de receptores tipo toll-like (TLRS) em mondcitos,
tendo em vista que a ativacdo destes receptores esta relacionada a cascatas de
sinalizacéo inflamatériall?,

Em modelo animal de doenca neurodegenerativa, observou-se que a
realizacdo de exercicio leve a moderado durante trés semanas normalizou a producéo
de IL-18 e TNF-a cerebral dos animais, 0 que preveniu a ocorréncia de dano
cognitivol13, Tais respostas podem refletir na reducdo da ativagdo microglial, como
verificado em estudos que avaliam patologias de cunho neuroinflamatério, como
doenca de Parkinson, Alzheimer e isquemia cerebrall®. Desta forma, consecutivos
episodios de exercicio podem atuar de forma imunoregulatéria e reduzir a

neuroinflamagédo!!4.
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Além da modulacéo do perfil inflamatério, os efeitos do exercicio podem estar
diretamente associados a regulacédo na sintese do NO e, assim, exercer relacdo com
a diminuicdo da producdo de espécies reativas!!®>. Em relacdo ao SNC, o exercicio
fisico pode aumentar a atividade do sistema antioxidante local e, por conseguinte,
regular o dano oxidativo, porém de maneira dependente ao tipo de exercicio
utilizado®116, Nesse contexto, conforme a frequéncia, duracdo e intensidade, o
exercicio tanto pode aumentar a producdo de espécies reativas e levar a danos
oxidativos, como também, em intensidades leves e moderadas, melhorar a
capacidade de defesa antioxidante do SNC115,

Portanto, o exercicio fisico realizado com intensidade e volume adequado,
associado com suficiente tempo de recuperagédo, promove adaptacdes em diversos
sistemas fisioldégicos e estd associado com a prevencdo de doencas cronicas e
alteracées neurolégicas'l’. No entanto, os efeitos do exercicio fisico realizados

previamente a ocorréncia da sepse sdo pouco elucidados na literatura.

1.3.2 Exercicio fisico na sepse

A realizacdo de treinamento fisico em camundongos, anteriormente a indugcao
de sepse por CLP, promoveu aumento na sobrevida, protegeu o funcionamento
pulmonar e evitou a apoptose celular em diversos orgaos periféricos, em virtude de
sua acdo moduladora na sintese de citocinas pr6- e anti-inflamatérias8. Em relagdo
aos efeitos na musculatura esquelética, foi observado que ratos Wistar pré-
condicionados com exercicios aerdbios e posteriormente submetidos a sepse por CLP
apresentaram melhora nos parametros de estresse oxidativo e atrofia muscular, sendo
estes achados atribuidos a capacidade do exercicio fisico em estimular os
mecanismos endégenos de defesa antioxidante e favorecer um equilibrio redox!s.
Outros estudos também demonstram a atuacdo positiva do exercicio fisico como um
fator protetor na reducédo dos danos periféricos decorrentes da sepse1°120,

Os efeitos do exercicio fisico sobre 0 SNC em modelos animais de sepse, no
entanto, sdo pouco estudados, tendo em vista que a avaliacdo do impacto desta
doenca na génese da disfuncdo cerebral também é recente. Atualmente, as
informacdes disponiveis na literatura apontam que o exercicio fisico promove

beneficios e previne a ocorréncia de danos cognitivos, conforme descrito nos topicos
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anteriores, mas isto é visualizado em modelos de diferentes doencas que afetam o
encéfalo.

Sendo assim, torna-se relevante e justificavel a realizacdo desta pesquisa
considerando a importancia da pratica do exercicio fisico como uma ferramenta para
modular a resposta inflamatéria e o equilibrio do sistema imune e redox, que adquire
uma consequente funcdo neuromoduladora, bem como a escassez de estudos a

respeito de sua aplicabilidade na prevencdo de danos ao SNC ap0s a sepse.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJET\VO GERAL

Comparar a sensibiidade a encefalopatia séptica sob parametros
neuroinflamatorios e neuroquimicos em ratos sedentarios e ratos submetidos ao pre-

condicionamento fisico aerdbio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do condicionamento fisico aerdbio sobre o nivel de citocinas TNF-
a, IL-6 e IL-10 no cortex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse
polimicrobiana;

e Avaliar o efeito do condicionamento fisico aerdbio sobre o nivel de infiltrado de
neutréfilos no cértex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse
polimicrobiana;

e Avaliar o efeito do condicionamento fisico aerébio sobre o dano oxidativo em
lipidios no cortex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse
polimicrobiana;

e Avaliar o efeito do condicionamento fisico aerdbio sobre o dano oxidativo em
proteinas carboniladas e integridade de grupamentos sulfidrilas no cortex pré-
frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana;

e Avaliar o efeito do condicionamento fisico aerdbio sobre o nivel das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e catalase no coOrtex pré-frontal de ratos

submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana.
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3. METODOS

3.1 TIPO DEESTUDO

Este estudo tem carater experimental em modelo animal.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados para as andlises biquimicas foram: acido tiobarbiturico,
dinitrofenilhidrazina, epinefrina, catalase, hidroperoxido de tert-butila, albumina
bovina, tetrametilbenzidina, 1,1,3,3, tetrametoxipropano, brometo de
hexadeciltrimetilamonio (Sigma, St. Louis, MO), &acido tricloroacético, acido fosférico,
peréxido de hidrogénio, glicina, EDTA, (Labsynth, S&o Paulo, Brazil). Os kits para
dosagem de citocinas foram da marca R&D Systems, Inc. Em relagdo aos
equipamentos, as analises de estresse oxidativo foram realizadas em
espectrofotbmetro Biospectro SP-220 (Laboratério de Neurobiologia de Processos
Inflamatérios e Metabdlicos - UNISUL) enquanto que as determinacdes de citocinas
foram realizadas em leitora de microplacas Spectramax M3 — Molecular Devices

(Laboratorio de Neurociéncias — UNESC).

3.3 ANIMAIS

Foram avaliados um total de 34 ratos machos adultos da linhagem Wistar (60
dias, 220-310 g). Os animais foram provenientes do biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC) e alojados no mesmo biotério, em caixas de
polipropileno de dimensbes adequadas, com maravalha, em ambiente climatizado (22
°C+2 °C), com ciclo claro/escuro de 12 horas controlado por timer, recebendo agua e

dieta padréo ad libitum durante todo o periodo de experimento.
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3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.4.1 Protocolo de Treinamento Aerdbbio

O protocolo de treinamento aerdbio ocorreu conforme segue: Todos 0s animais
foram ambientados em uma esteira ergomeétrica, com nove canais (10m. min-1, sem
inclinacdo, 10min. dia—1) durante uma semana, com o objetivo de reduzir o estresse
no ambiente novo. Os ratos ndo receberam nenhum estimulo para correr. Apds este
periodo, os animais treinados que tiverem uma boa resposta durante a adaptacéo do
treinamento, foram selecionados a um programa de treinamento de corrida com nivel
constante de intensidade (13 m min-1, sem inclinagédo) durante 5 dias por semana por
um periodo total de 21 dias. Cada treinamento teve duracdo de 50 min. Os animais
que ndo treinaram foram apenas expostos a esteira nhas mesmas condi¢cdes de

treinamento, porém sem a pratica do exerciciol0,

3.4.2Modelo de inducéo de sepse

Quarenta e oito horas apés o fim do protocolo de treinamento aerébio, foi
induzida a sepse intra-abdominal, usando a técnica de Ligacdo e Perfuracdo Cecal
(CLP). Brevemente, os ratos foram anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e submetidos a laparotomia com inciséo
mediana abdominal. O ceco foi ligado abaixo da juncéo ileo-cecal com fio seda 3-0,
perfurado com uma agulha nimero 14 e gentilmente comprimido até a extrusdo de
conteudo fecal. Como controle foram utilizados animais submetidos a laparotomia,
sem ligacdo ou perfuracdo cecal, denominados sham. Os planos cirdrgicos foram
fechados e os ratos foram observados por 12 horas. Todos os animais receberam
solugcéo salina (50 ml/kg) via subcutanea (s.c.) imediatamente apds o procedimento.
Nos tempos 0 e 12 horas ap0s a cirurgia todos os animais receberam antibioticoterapia
com ceftriaxona (30 mg/Kg, s.c) e analgesia com dipirona sodica (80 mg/Kg, s.c.) para
controle da dor pés operatériat?l. Para minimizar a variabilidade entre os diferentes

experimentos, o procedimento CLP foi realizado sempre pelo mesmo pesquisador.
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3.4.3Desenho Experimental

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais:
sham sedentario (sham+S), sham treinado (sham+T), CLP sedentario (CLP+S) e CLP
treinado (CLP+T). Para a realizacdo de analises neuroquimicas, foram inseridos nos
grupos experimentais sete animais em cada grupo sham e 10 animais em cada grupo
CLP, totalizando 34 animais.

Vinte e quatro horas apds a cirurgia 0os animais sofreram morte indolor
assistida por overdose de tiopental (0,5 g/Kg) seguida por decaptacdo em guilhotina.
O cortex pré-frontal foi cuidadosamente dissecado, armazenado em tubos do tipo
Eppendorf e mantido sob refrigeracdo em freezer -80°C até posterior analise. O tempo
de 24 horas foi escolhido pois observa-se neste periodo a alteracdo na permeabilidade

da BHE e ocorréncia de dano no cortex pré-frontal apés sepse por CLP122,

3.5 ENSAIOS LABORATORIAIS

3.5.1 Determinacgéo de citocinas

As concentragdes de TNF-a, IL-6 e IL-10 foram determinadas pelo ensaio
adsorvente ligado a enzima (ELISA) utlizando kit duo set (R & D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). As amostras foram homogeneizadas em tampéo PBS
contendo triton 0,1% e inibidor de protease (50 mM - Roche AG, Basileia, Suica) e,
em seguida, centrifugadas (13000 rpm a 4 °C durante 20 min). O sobrenadante foi
recolhido e realizada a quantificacdo de proteina pelo kit de ensaio de proteina BCA
(Thermo Scientific, EUA). O ensaio de ELISA foi realizado de acordo com as
instrucBes do fabricante e a leitura foi realizada em 450 nm na leitora de microplacas
(SPECTRAMAX, Molecular Devices, USA). Os valores foram apresentados em pg/mg

proteina.

3.5.2 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPO) € um indicativo do infiltrado de

neutrofilos tecidual. Nesse sentido, a amostra foi homogeneizada (50 mg/ml) em 0.5%
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de brometo de hexadeciltrimetilamoénio e centrifugada. A suspensdo foi sonicada e
aliquota do sobrenadante misturada com solucdo de 1.6 mM TMB e 1 mM Hz202. A
atividade da MPO foi mensurada espectrofotometricamente em 650 nm a 37°C. Os

resultados foram expressos como mU/mg proteinat?3.

3.5.3 Avaliagdo de substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS)

Como indice dos efeitos do estresse oxidativo sobre os lipideos, foi utilizada
a formacédo de TBARS durante uma reagdo acida de aquecimento. Resumidamente,
as amostras foram misturadas com 1 mL de &cido tricloroacético a 10% e 1 mL de
acido tiobarbitarico 0,67%, e, em seguida, aquecidas em banho de agua fervente a
100 °C durante 30 minutos. TBARS foram determinadas pela absorbancia a 535 nm,
utiizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrédo externo. Os resultados foram

expressos como equivalentes de malondialdeido (MDA)/mg de proteinal?4,

3.5.4 Avaliacdo de carbonilacdo protéica

O efeito do estresse oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da
determinacdo de grupos carbonil baseado na reacdo com dinitrofenilhidrazina.
Resumidamente, as proteinas foram precipitadas por adi¢cdo de acido tricloroacético
a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina, e a absorbéncia foi aferida em 370 nm.
Os resultados foram expressos em concentracdo de proteinas carboniladas/mg de

proteinal?®,

3.5.5Avaliacéo de integridade de grupamentos sulfidrilas

A quantidade de grupamentos tidis totais foi determinada utilizando o 5,5-
ditiobis (2-nitrobenzoéico) (2-nitrobenzdico) (DTNB)26. Resumidamente, 30 mL de uma
amostra foi misturada com 1 ml de PBS /1 mM EDTA (pH, 7,5). A reacéo foi iniciada
pela adicdo de 30 mL de 10 mM de solucdo DTNB em PBS. As amostras de controle,
que ndo incluem DTNB ou proteina, foram avaliadas simultaneamente. Apds 30 min
de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia de 412 nm, foi mensurada e
quantidades de TNB formado (equivalente a quantidade de grupos SH formado) foi
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determinado. Os resultados foram expressos como niveis de proteinas sulfidrila por

miligrama de proteina.

3.5.6 Avaliagdo da atividade de enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da superoxido dismutase foi determinada pela inibicdo
da auto-oxidacdo da adrenalina. As amostras teciduais foran homogeneizadas em 1
mL de tampé&o glicina [pH 10,2, contendo 0,75 g de &cido aminoacético (glicina) em
200 mL de agua purificada] e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em temperatura
ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da mistura de 10 pL de catalase
0,0024g/mL (0,0018 g de catalase em 720 yL de agua purificada) com 970 pL de
tampéao glicina a 32 °C. Apds, foi adicionada a quantidade de 17 pL de adrenalina 60
mM (0,006 g de adrenalina em 300 uL de agua purificada e 3 pL de HCI). A leitura do
reagente branco foi realizada a cada 10 segundos, durante 180 segundos, a fim de
determinar a curva de calibracdo. Este processo foi repetido apos a leitura de quatro
amostras e sempre que houve a troca de reagentes. As amostras foram preparadas a
partir da mistura de 10 pyL de catalase 0,0024g/mL, 3 a 7 yuL de amostra e 970 uL de
tampéao glicina a 32 °C. A leitura da amostra foi realizada a cada 10 segundos, durante
180 segundos. As leituras foram realizadas em espectrofotometro de lampada de
deutério, em cubetas de plastico, a 480 nm. A atividade da SOD foi expressa em U de
SOD/mg de proteinal?’.

A atividade enzimatica da catalase foi determinada pela diminuicdo no
consumo de peroxido de hidrogénio. As amostras teciduais foram homogeneizadas
em 1 mL de tamp&o catalase [PBS+NaCl (pH 7,0), contendo 8,0086 g de NaCl (136,9
mM), 0,1496 g de KH2POs4 (1,1 mM) e 0,0383 g de Na2HPOs (0,27 mM)] e
centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em temperatura ambiente. O reagente branco
foi preparado a partir da mistura de 100 pL de sobrenadante da amostra com 1 mL de
tampéao catalase e foi utilizado para zerar o espectrofotometro. O reagente amostra foi
preparado a partir da mistura de 100 pyL de sobrenadante da amostra com 1 mL de
tampao catalase contendo H202 (25 mL de tampéo catalase e 400 pyL de H202,
protegido da luz). A leitura da amostra foi realizada em espectrofotometro de lampada
de deutério, em cubetas de quartzo, a 240 nm. Foram realizadas mensuracdes
referentes ao decaimento de absorbéancia nos tempos 0, 30 e 60 segundos. O



34

processo foi repetido para cada amostra. A atividade da CAT foi expressa em U de

CAT/mg de proteinat?8,

3.5.7 Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método descrito
por Lowry, Rosenbruogh e Randal, baseado na reacdo de Folin-Ciocalteu, sendo

usada para normalizacdo dos resultados nas dosagens neuroquimicas??,

3.6 ANALISE DE DADOS

A analise estatistica dos dados e a elaboracédo de graficos foram realizadas
no programa estatistico Graphpad Prism® verséo 5.0.

Para avaliacdo da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. As variaveis foram apresentadas como médiatdesvio-padrdo. Foi
realizada a analise de variancia de uma via (one way - ANOVA) seguido de post hoc
de Tukey para comparacdo mdltipla de valores com distribuicdo paramétrica. Para

todas as analises, foi adotado o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

3.7 ASPECTOS ETICOS

A utilizacdo dos animais seguiu o protocolo experimental aprovado pela
Comisséo de Etica em Uso de Animais (CEUA), da UNESC, sob o niimero 021/2017-
1 (anexo A). A execucao deste projeto foi realizada de acordo com os Principios de
Cuidados de Animais de Laboratorio e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a

Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA-2013.
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4. RESULTADOS

4.1 CITOCINAS

As concentracbes de citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 no coértex pré-frontal de
ratos sedentarios e treinados submetidos a sepse polimicrobiana estdo descritas na
Figura 1. Observa-se gque a sepse elevou significativamente (p < 0,05) os niveis de
TNF-a (Fig. 1A) nos animais ndo treinados (grupo CLP+S), comparados ao grupo
sham+S, enquanto que o condicionamento fisico aerdbio significativamente reverteu
esta alteracao (p < 0,05).

Em relagdo a citocina IL-6 (Fig. 1B), nota-se que os animais submetidos a
sepse (grupos CLP+S e CLP+T) apresentaram valores significativamente maiores (p
< 0,05), comparados ao grupo sham+S, porém o condicionamento fisico aerébio ndo
exerceu influéncia significativa neste aspecto.

A respeito da citocina IL-10 (Fig. 1C), os animais com sepse,
independentemente do condicionamento fisico aerdbio, exibiram concentracbes

significativamente menores que os ratos do grupo sham+S (p < 0,05).
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Figura 1 — Determinagao das concentragdes de TNF-a (A), IL-6 (B) e IL-10 (C) no cortex pré-
frontal de ratos sedentarios e ratos submetidos ao protocolo de condicionamento fisico
aerobio. Os resultados sédo apresentados como média + desvio-padrao, analisados por
ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey. * p < 0,05 em relagdo ao sham+S,# p < 0,05 em
relacdo ao CLP+S.
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4.2 ATVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

A Figura 2 elucida o efeito do condicionamento fisico aerébio sobre a atividade
da mieloperoxidase, como marcador de nivel de infiltrado de neutrdfilos, no cortex pré-
frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana. Verifica-se que a
sepse aumentou significativamente (p < 0,05) a atividade desta enzima nos animais
sedentarios (grupo CLP+S) e treinados (grupo CLP+T), comparados ao grupo
sham+S. No entanto, o condicionamento fisico aerébio aplicado aos animais com

sepse (grupo CLP+T) foi capaz de reduzir significativamente (p < 0,05) a atividade da
MPO, comparados ao grupo CLP+S.
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Figura 2 — Avaliacdo da atividade da mieloperoxidade no cortex pré-frontal de ratos
sedentarios e ratos submetidos ao protocolo de condicionamento fisico aerdbio. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio-padrao, analisados por ANOVA de uma via e pos-

teste de Tukey. * p < 0,05 em relacdo ao sham+S, # p < 0,05 em relacdo ao CLP+S.

4.3 MARCADORES DE DANO OXIDATIVO

A Figura 3 representa efeito do condicionamento fisico aerdébio sobre o dano
oxidativo em lipideos, proteinas carboniladas e integridade de grupamentos sulfidrilas
no cortex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana. As
concentragcOes de equivalentes de MDA (Fig. 3A), um marcador de formacdo de

TBARS e dano oxidativo a lipideos, aumentaram significativamente (p < 0,05) em
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ambos os grupos com sepse (CLP+S e CLP+T), comparados ao grupo sham+S.
Contudo, o condicionamento fisico aerdbio foi capaz de reduzir significativamente este
parametro, comparado ao grupo CLP+S (p < 0,05).

As concentracdes de proteinas carboniladas (Fig. 3B) se apresentaram
significativamente aumentadas no cértex pré-frontal dos animais sedentarios e com
sepse (grupo CLP+S), comparado ao grupo sham+S (p < 0,05). Apesar do
condicionamento fisico aerdbio ocasionar uma reducdo nas concentracfes de
proteinas carboniladas, este efeito ndo foi estatisticamente significativo, comparado
aos demais grupos.

Em relacéo a integridade dos grupamentos sulfidrilas (Fig. 3C), nota-se que
0s animais sedentarios submetidos a sepse tiveram uma reducdo no contetdo de
proteinas sulfidrilas, e isto foi significativo quando comparado ao grupo sham+S (p <
0,05). Todavia, os animais com sepse e submetidos ao condicionamento fisico aerdbio

apresentaram valores significativamente superiores ao grupo CLP+S (p < 0,05).
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Figura 3 — Determinacédo de peroxidacéo lipidica (A), carbonilagcéo proteica (B) e integridade
de grupamentos sulfidrilas (C) no cortex pré-frontal de ratos sedentarios e ratos submetidos
ao protocolo de condicionamento fisico aerdbio. Os resultados sdo apresentados como média
+ desvio-padrdo, analisados por ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey. * p < 0,05 em
relagdo ao sham+S, # p < 0,05 em relagéo ao CLP+S.



40

4.4 ATVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

As atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT estao representadas nas
Figuras 4A e B, respectivamente. E possivel observar que os animais sedentarios
submetidos a sepse (grupo CLP+S) apresentaram reducao significativa (p < 0,05) na
atividade da SOD e da CAT, comparados aos animais do grupo sham+S, e o

condicionamento fisico aerdbio foi capaz de reverter significativamente esta alteracao
(p <0,05) para as duas enzimas.

A 0.020-
T :
0.0154 T

0.0104

Atividade SOD
{mU/mg proteina)

0.005-

0.0004
sham+8 sham+T CLP+S CLP+T

0.003+

0.0024 |

Atividade da CAT
(mU/mg proteina)

sham+S sham+T CLP+S CLP+T

Figura 4 — Quantificacdo da atividade das enzimas superoxido dismutase (A) e catalase (B)
no cortex pré-frontal de ratos sedentérios e ratos submetidos ao protocolo de condicionamento
fisico aerobio. Os resultados sdo apresentados como média + desvio-padrdo, analisados por
ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey. * p < 0,05 em relagdo ao sham+S,# p < 0,05 em
relacdo ao CLP+S.
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5. DISCUSSAO

A sepse, apesar do crescente avango no desenvolvimento de condutas
terapéuticas, ainda se apresenta como um desafio para a Medicina atual. Sabe-se que
individuos com sepse podem desenvolver alteragfes neurolégicas e deficiéncias
cognitivas, as quais impactam negativamente a capacidade funcional e qualidade de
vida dos sobreviventes, além de causar elevadas taxas de mortalidade durante a
internacdo hospitalar e em longo prazo*®. O exercicio fisico, em contrapartida, exerce
inimeros beneficios sobre o SNC, desde neuroprotecdo, aumento no aprendizado e
plasticidade neuronal ao modular a sinalizacdo de fatores de crescimento, estresse
oxidativo e metabolismo energéticol3C, Apesar de tais beneficios, a avaliagdo dos
efeitos promovidos pelo exercicio fisico sobre o SNC na sepse € escassa, em especial
do ponto de vista preventivo. Neste sentido, o presente estudo objetivou identificar o
efeito do condicionamento fisico aerébio sobre a sensibilidade a encefalopatia
associada a sepse em ratos submetidos a um modelo experimental de sepse
polimicrobiana.

A disfuncdo cerebral na sepse ocorre a partir da interacdo e da sobreposicao
de diferentes mecanismos relacionados a resposta inflamatéria sistémica’. Isto
significa que inicialmente ha a massiva producdo de componentes pré-inflamatérios,
como TNF-a e IL-631, seguida por uma fase contra-regulatéria para reestabeler a
homeostase, referida como a sindrome da resposta anti-inflamatéria compensatéria
(CARS, do inglés compensatory anti-inflammatory response sydrome). Durante a
CARS sdo liberadas moléculas inibitérias, como a citocina anti-inflamatéria IL-1030-131,
Apesar de serem separadamente descritas para fins didaticos, as duas fases ocorrem
de maneira paralela, podendo o cenério pro-inflamatério predominar sobre o anti-
inflamatério por até quatro dias30:132.133,

Neste estudo, a indugcdo de sepse promoveu aumento significativo nas
concentracdes de TNF-a e IL-6, enquanto reduziu as concentracdes de IL-10. Estes
achados estao de acordo com a literatura, considerando que ambas as citocinas sao
sintetizadas por macréfagos estimulados por toxinas derivadas de bactérias, como o
LPS; possuem acéo pré-inflamatoria e sinérgica; e sdo liberadas em tempos similares
durante a fase inicial da resposta inflamatéria®”-134135 A IL-10, todavia, possui papel

anti-inflamatoério, pois é capaz de reduzir a sintese de citocinas e quimiocinas
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inflamatdrias, moléculas de adeséo e de apresentacdo de antigenos, além de suprimir
aexpressdo e ativacdo de receptores para citocinas'36.137, Tendo em vista que a sepse
compbe-se de uma fase pro-inflamatéria contra-regulada pela resposta anti-
inflamatoria, especula-se que as concentracdes de IL-10 se mostraram reduzidas por
prevaléncia da fase pré-inflamatéria no momento da avaliacao.

Arealizacdo do protocolo de condicionamento fisico aerébio mostrou-se efetiva
em reduzir os niveis de TNF-a no cortex pré-frontal dos animais com sepse (grupo
CLP+T), porém ndo reduziu as concentracdes de IL-6 e ndo preveniu a reducdo de
IL-10. Em camundongos submetidos a um modelo de doenca de Alzheimer, o
treinamento aerdbio de natacao foi efetivo em reduzir as concentracdes de TNF-a e
IL-6 e aumentar as concentracdes de IL-10 no cortex pré-frontal, demonstrando o
papel do exercicio fisico como um modulador da resposta neuroinflamatéria 138139 Em
modelo de lesdo traumatica cerebral, uma condicdo que envolve alteracdes
neuroinflamatorias e geracdo exacerbada de espécies reativas, ratos previamente
submetidos ao treinamento de corrida apresentaram redugdo nas concentracdes de
TNF-a e aumento dos niveis de IL-10, sem interferéncia significativa sobre IL-614°,

As citocinas regulam diversas respostas inflamatérias, dentre elas a migracao
de células do sistema imune ao foco infeccioso. Os neutréfilos sdo as principais
células do sistema imune inato e consistem na linha de defesa priméria, pois sédo
rapidamente recrutadas ao foco infeccioso ou inflamatério em virtude de suas
inimeras funcBes antimicrobianas, como fagocitose, citdlise pela geracdo de EROs e
liberacdo de peptideos e enzimas antimicrobianos!4t142. A MPO é uma enzima
antimicrobiana expressa principalmente pelos neutréfilos - e em menor quantidade por
monacitos e macrofagos - durante processos inflamatérios com o objetivo de catalisar
a conversdo de ion cloreto (CI) e H202 a acido hipocloroso (HOCI), um oxidante de
extrema toxicidade*3,

Durante a fase inicial da sepse ha um aumento na producdo de MPO, como
indicativo de aumento na infiltracdo de neutréfilos no local da leséo. Na pesquisa atual,
observou-se que a sepse aumentou significativamente a atividade da MPO no cértex
pré-frontal em 24 horas ap6s a indugdo, corroborando estudos prévios!44-146, QOs
animais com sepse e previamente submetidos ao condicionamento fisico, no entanto,
apresentaram uma reducdo significativa na atividade da MPO, indicando que o
exercicio fisico reduziu o infiltrado de neutréfilos e, consequentemente, a resposta

inflamatdria, o que confirma achados prévios40.
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Os neutrofilos, assim como outras células do sistema imune envolvidas no
processo inflamatério, também s&o responsaveis por sintetizar uma massiva
quantidade de espécies reativas, incialmente designadas para eliminar
microrganismos. No entanto, a fisiopatologia da sepse envolve 0 aumento excessivo
na producdo de EROs e ERNs e areducdo na capacidade antioxidante endégena, o
que gera, por consequéncia, um aclmulo de danos oxidativos as células!4’. Nesta
pesquisa foi realizada a determinacédo de danos oxidativos aos lipideos e proteinas.
Os resultados encontrados reforcam as evidéncias cientificas de que a sepse altera a
estrutura lipidica e proteica, tanto no SNC48, quanto em érgéos periféricos491%0, ao
aumentar as concentracfes de equivalentes de MDA e proteinas carboniladas, bem
como reduzir a integridade de grupamentos sulfidrilas.

O exercicio fisico, per se, € responsavel por gerar uma quantidade expressiva
de espécies reativas e radicais livres; todavia, a pratica regular e sistematica de
exercicios fisicos ocasiona a adaptacdo do organismo, como a melhora do
metabolismo energético e da capacidade antioxidante endégenal®l. Corroborando
com a literatura, verificou-se que o condicionamento fisico aerdbio aplicado neste
modelo experimental foi efetivo em reduzir os danos oxidativos, em especial aos
lipideos e grupamentos sulfidrilas. Achados semelhantes foram visualizados em ratos
submetidos ao condicionamento fisico prévio a inducdo de lesdo cerebral
traumatical®?, epilepsial®3 e de doenca de Parkinson!®4,

Além dos danos oxidativos a componentes estruturais das células, em modelo
experimental em ratos observa-se também a diminuicdo na atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT em diferentes estruturas cerebrais a partir de seis horas
apo6s a inducdo de sepse polimicrobianal?, e estas alteraces se intensificam em 24h
no cortex pré-frontal'?2155, Neste estudo, demonstrou-se que a atividade das enzimas
SOD e CAT foram significativamente reduzidas no cortex pré-frontal dos animais com
sepse 24 horas apoés o procedimento cirdrgico, confirmando a ocorréncia de estresse
oxidativo no modelo experimental utilizado e reafirmando as evidéncias supracitadas.

A enzima SOD é a primeira linha de defesa frente a espécie reativa e
compreende um conjunto de trés principais isoformas: a CuzZn-SOD (SOD1), presente
no citosol celular; a Mn-SOD (SODZ2), encontrada na mitocondria, e a EC-SOD
(SOD3), visualizada em elementos extracelulares!®®. Independentemente da
isoforma, a funcéo da SOD é promover cataliticamente a dismutagcdo do Oz a H2021%7.

A catalase, por sua vez, atua na sequéncia da SOD, catalisando a decomposicéo do
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H202 a oxigénio e agual®®15® Esta enzima pode ser encontrada em maiores
concentragcdes no figado, rins e eritrocitos, mas também apresenta atividade no
SNC169, O condicionamento fisico aerdbio testado neste estudo mostrou-se efetivo em
prevenir a redugdo na atividade enzimatica enddgena dos animais sépticos. Tal
prevencdo foi comprovada em modelos experimentais de doenca de Alzheimer!3® e
de leséo cerebral traumatical®2161,

Desta forma, por todos os achados obtidos, encontramos infomac¢des que o
condicionamento fisico aerébio exerce efeitos positivos sobre marcadores
neuroinflamatérios e neuroquimicos no coértex pré-frontal de ratos com sepse
polimicrobiana. Estudos futuros poderdo melhor determinar os mecanismos celulares
e moleculares subjacentes aessa protecado assim como demosntrar o seu efeito sobre

as alteracbes de memoria e aprendizado em sobreviventes de sepse.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se que no cortex pre-frontal de ratos submetidos ao
condicionamento fisico aerébio e posteriormente a sepse polimicrobiana ocorreu:
e Reducdo nos niveis de TNF-q;
e Reducéo de infiltrado de neutrofilos;
e Diminuicdo dos niveis de dano em lipidios e um aumento na integridade
de proteinas com grupamentos sulfidrilas;

e Aumento da atividade das enzimas antioxidantes enddgenas.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas futuras incluem investigar os efeitos deste protocolo de
treinamento aerdbio em longo prazo, a partir de 10 dias ap0s a inducdo de sepse,
enfatizando a cognigcdo por meio da avaliacdo de fatores neurotroficos e testes
comportamentais que indiguem as funcdes de memoria, aprendizado e

comportamento social.
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ANEXO A — PARECER APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA

f i I-d-illl:ll!-d-uEHtrEﬂ'IDSLICilﬂ'l L]

CERTIFICAD(

Cerfificamos que a proposta intiulada knﬁl@eaaﬂiﬂpd:ammadaa SEpSE:
comparagac enfre animais sedentarios e nao sedentarios.”, regstada com o protocole n®
0171, sob a responsabilidade de Ricardo Aurino de Pinho, juntc 3 equipe: Fabricia
Petronilho, Renata Tiscoski Nesi, Gulia dos Sanios Pedroso Fidelis, Helen Rebelo Soraio, Stella
hh'ELSpEsathEilEB::tmnl Hemelin Resende Farias - -:p.lea'runh!eapm:l r'rErllH-;.a:rm
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o=}, para fins
de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 1.7, de &
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.888, de 15 de julho de 2008, & com as nommas editadas pelo
Consefhe Macipnal de Contmie de Expern Animal (COMCEA), & fol aprovado pela
CﬂmmudeEunaledeAnmai CEUA da Universidade do Edrems Sul Catarinense -
UNESC, em revniao de 21003/2017.

Finalidade | JEnsno | X ) Pesguisa Centiica
kﬁgﬁn:iadam‘mu;a‘u 2102017 a 3012017
Especiefinhagemiraca | Rato heterogénico Wistar

W de animas 45

dadePess 48dias | 250g 3 350g
Génemo Masculing

Origermn Biotério da Unesc

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanchoned by the rescluion number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.784/008, has analyzed the
fiolloweing Project

Project tide: "Sensitivity to sepsis associated encephalopathy: comparison between sedentary
animals and not sedentany.”

Protocol nurmber: 02420471

Principal Investigaior Ricardo Aurino de Pinho

Researchers: Fabricia Petronilho, Renata Tiscoski Nesi, Giulia dos Santos Pedroso Fidelis,
Helen Rebelo Sorato, Stella Maria Spessatic Brescianind, Hemelin Resende Farias.

The project was Approved in its efhical and methodological aspeds. Any alteration of the orginal
version of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you

hawe further questions, please contact us on weswunescnetpropexiceua or by  e-mail:
cEuasfunese.net.

Criciima, 21 de margo de 2017.
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da CELUA

63



