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RESUMO (250 a 300 palavras)

Introdugdo: Sepse € conceituada como uma sindrome da resposta inflamatéria
sistémica (SIRS) decorrente de infecgdo, sendo esta comprovada ou ndo. Mesmo
apd6s a alta, os pacientes sobreviventes a sepse apresentam elevada taxa de
mortalidade e comprometimento de algumas fungdes cognitivas. Estudos
demonstram a influéncia positiva do exercicio regular no funcionamento cognitivo
cerebral favorecendo angiogénese, neurogenese e sinaptogenese assim como
atenuagdo do prejuizo sobre a memodria de memoria de longo e curto prazo pela
erradicagdo ou diminuicdo de peroxidacao lipidica em hipocampo e cértex pré-
frontal.

Objetivo: Avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico aerdbio na prevengéo
de alteragdes no SNC em um modelo animal de sepse.

Métodos: Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 28 dias, entre 20-25
g. Os animais foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico aerobio
moderado por oito semanas. Aos 88 dias apds a inducdo de sepse por LPS, os
animais foram distribuidos nos seguintes grupos (n = 10): 1) PBS + ndo exercitado;
2) PBS + exercitado; 3) LPS + n&o exercitado; 4) LPS + exercitado. Depois de 10
dias os camundongos foram submetidos aos testes de memodria e aprendizado.
ApOs os testes comportamentais, os animais foram sacrificados sendo o cértex pré-
frontal, estriado, hipocampo, cerebelo e cortex removidos e armazenados para
analises posteriores de peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas e tidis
livres.

Resultados: O grupo LPS + exercitado ndo apresentou comprometimento da
memodria e do aprendizado e apresentou menores concentragdes de MDA no cortex
total, hipocampo, estriado e cerebelo; proteinas carboniladas diminuidas em cértex
total e hipocampo e aumentadas concentragdes de tiois livres em cortex pré-frontal e
coértex total, quando comparados com LPS + nao exercitados.

Concluséo: A realizagao do exercicio aerobio moderado preserva a fungao cognitiva
(memoria e aprendizado) em insultos sépticos, e a reducdo do dano oxidativo,
parece mediar pelo menos em parte o efeito do exercicio fisico.

Descritores: sepse , SNC, exercicio fisico, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Sepsis is determined as a sistemic inflamatory response syndrome
(SIRS) followed by an infecction, evidenced or not. Even after discharge, sepsis
survivors have high mortality index and may develop long term cognitive impairment.
Articles show that exercise act positively on cognitive behavior considering
angiogenesis, neurogenesis and sinaptogenesis as well as like atennuation on
memory dammage by depleted or downregulation of MDA and carbonils in
hipocampos and cértex préfrontal cortex.

Objetive: The aim of this study was analise the effects of moderate physical exercise
treadmill program on preventions of alterations on CNS in an sepsis animal model.
Methodology: This study use black male mice C57BL/6 (28 days, between 20-25 g).
The animals were submitted to moderate physical exercise treadmill program during
8 weeks. Completing 88 days before sepsis induccion by LPS were aleatorally
distribueted in groups(n = 10): 1) PBS + not exercitaded; 2) PBS + exercitaded; 3)
LPS + not exercitaded; 4) LPS + exercitaded. After 10 days mice did the memory
tests and after executed, and having samples of coértex pré-frontal, estriatum,
hipocampus, cerebellum and cortex to avaliations based on levels of MDA, carbonils
and free-thios.

Results: The LPS + exercited didn't show long term cognitive impairmentand and
show smaller MDA concentrations on cértex total, hipocampus, estriatum e
cerebellum; downregulated carbonils in cortex total and hipocampus and up-
regulated levels of free thiois in coértex pré-frontal e cortex total, when compared to
LPS + not exercited group.

Conclusions: Beyond performance of this training program was observed that
memory and learning were preserved was partially explain for the bioquimics results
when compared to not exercised group. We suggest new researches to verify how
exercise effects may influence other patterns to better understand the power of this
intervention Sugerem-se novas pesquisas para verificar a atuagdo do exercicio em
outras vias e cascatas metabdlicas e compreender melhor o alcance desta
intervencao.

Key-words: Sepsis , SNC, physiscal exercise , oxidative stress.



LISTAS

Lista de siglas, abreviaturas e simbolos quimicos

Colegiado americano de cirurgides

ACCP/ISCCM toracicos/Sociedade médica de cuidado Intensivo

ANOVA Analise de Variancia

BDNF Fator Neurotréfico derivado do cérebro

BHE Barreira hemato-encefalica

BPM Batimentos por minuto
Catalase

CAT Ligadura e pungao de ceco

CLP

CEUA Comissao de Etica no Uso de Animais

DNA Acido Desoxirribonucleico

DNPH Dinitrofenilidrozina

ERO Espécies Reativas de Oxigénio

GPx Glutationa-Peroxidase

GSH Glutation Reduzida

GSr Glutationa-Redutase

HIV Virus da imunodeficiéncia Humana

H202 Peréxido de Hidrogénio

HO, Hidroxiperoxila

ICAM-1 Molécula de Adesao Celular 1

IL-1 Interleucina 1

IL-6 - Interleucina 6

ILAS Instituto Latino Americano da Sepse

IPM Inspiragdes por minuto

LaNEX Laboratdrio de Neurociéncia experimental

LPS Lipopolissacarideo

MmHg Milimetros de mercurio

NF-KB Fator Nuclear Kappa Beta

O,- Superoxido

OH" Hidroxila

PAM Pressao Arterial Média

PBS Tampao fosfato-salino

PMAP Padrao Molecular Associado a patégenos

PUC/RS Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul

RNA Acido Ribonucleico

SBBeC Sociedade Brasileira de Neurociéncia e
Comportamento

SRIS Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica

SNC Sistema Nervoso Central

SOD Superoxido Desmutase

TBARS Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TNF-a Fator de Necrose Tumoral alfa



TRL2 Receptor tipo Toll 2
TRL4 Receptor tipo Toll 4
UTI Unidade de Terapia Intensiva



Lista de figuras

Figura 1 - Teste de memoria e aprendizado.............oeevvviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 37
Figura 2 - Teste de TBARS ... ..o e 39
Figura 3 - Teste de carbonilagdo de proteinas.............ccoeeeiiiiiiiiii, 41

FIQura 4 - TIOIS LIVIES.....eeiieiiiiiiiiee et 42



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ......couereerireesessesessesessessessssssessesssssssssssssssssssessssessesssssssssssnsssssnees 18
1.1 REFERENCIAL TEORICO .....oooieie ettt 19
I T TS 1= o - 19
1.1.1.1 Histdrico, etiologia € CONCEITO........ciiieiiiiee e 19
1.1.1.2 EPIAemMIOIOgIa ... 21
1.1.1.3 FiSIOPAIOIOQIA ......uuuiiiiiiiiieiieee e e 21
1.1.2.. EStresse oXidatiVo.........coooii i 25
1.1.3 EXercicCio fiSIiCO ... 27
2 OBUETIVOS ... ccceeeeersisssssmsse s s s s s sssssss e s s ss s ssnss e e s s e s s s smnn e e s essssssnnnnessssssssnnnnsennnsns 3
2.1 OBJETIVO GERAL ... ..ttt a e 31
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t e, 31
S METODOS .....cecieeirectrrees s sss e sas e s s e s ae s sae s s be s s se s sse s aae s e sesaesesaanssannsssnanas 32
3.1 ASPECTOS ETICOS ...ttt 32
3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS ... ..ot 32
3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO EXERCICIO FiSICO AEROBIO

MODERADO ...ttt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e b rra e e e e e e nanraeaaas 32
3.4 INDUCAO DA SEPSE ...ttt 33
3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS ....oooiiiiiieeee et 34
3.5.1 Esquiva Inibitoria ... 34
3.5.2 Habituagdao ao Campo Aberto ... 34
3.6 ANALISES BIOQUIMICAS ..ottt 35
3.6.1 Mensuragdes de estresse OXidatiVO...........ciiiiei i 35
3.6.1.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) ......... 35
3.6.1.2 Medida do dano oxidativo em proteinas ..........cccoeerimeeemmmennsncsnnnsnsnnnnnnnennns 35
3.6.1.3 Atividade de tiois lIVIes........oou e 36
3.6.1.4Dosagem de proteinas ..........ccccrrrrrisissnmmnnnnnrnnr e ————————— 36
3.7 ANALISE ESTATISTICA ..o, 36
4. RESULTADOS ...t 37
4.1 MEMORIA E APRENDIZADO ......ccooiiiiiiiiiiiiiii e 37
5. DISCUSSAD ... 43
6. CONCLUSAOD ...ttt e e e e e et e e e e e e s e e e e e e e ennnes 48

REFERENCIAS ........ocurueecccriresesasasaeesesesssesssasas s e s sssssesssasssasssssnssssssssassssssssssnssenes 49



18

1. INTRODUGCAO

A sepse €& conceituada como uma sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS) decorrente de infeccdo, sendo esta comprovada ou nao'. O
numero de casos desta doenga nos EUA chega a 1.000.000/ano e o numero de
dbitos a 200.000% / ano e, diferente de outras doencas, ainda ndo ha tratamento
efetivo®. Estima-se que de 10 a 30% dos leitos de unidades de terapia intensiva
(UTI) dos Estados Unidos sejam ocupados por pacientes com sepse gravez.

Segundo o Instituto Latino Americano da Sepse (ILAS) dados nacionais
apontam para uma elevada letalidade por sepse em hospitais publicos. O mesmo
instituto sugere que 30% dos leitos de UTI do Brasil sejam ocupados por pacientes
com sepse grave ou choque séptico e que a letalidade se aproxime de 50%*. A
primeira analise econdmica em UTls brasileiras apontou elevado custo para o
tratamento da sepse®. O primeiro estudo longitudinal no Brasil, realizado entre 2002
e 2010, mostrou 12,9% de mortes em UTIs n&o coronarianas, estdo relacionadas a
sepse grave e que ha maior prevaléncia no sexo masculino, nos idosos e na
primeira infancia®.

Mesmo apds a alta, os pacientes apresentam elevada taxa de mortalidade,
comprometimento de algumas fungdes cognitivas e raramente retomam as rotinas
de vida que possuiam antes de adoecer’®. Transtorno de ansiedade, depressao
maior, imunossupressao, déficit de atencao, dificuldade de concentracéo, estresse-
pos-traumatico e perda de memoria estdo entre os sinais e sintomas presentes em

91011 & humanos’1?

|13

estudos com ratos sobreviventes a sepse. O 6nus financeiro nao

se restrige a estadia em UTI ', apos a alta consultas e reinternagbes frequentes

somam gastos importantes neste tipo de reabilitagdo' Deparando-se com este

contexto mérbido algumas formas de intervengées vem sendo propostas''®"

18,19,20

e
descritas na literatura

Tratando-se de um problema de saude publica no Brasil, a sepse deveria
ser reconhecida precocemente pelos profissionais da area da saude assim como
mais considerada no desenvolvimento de politicas publicas®. A medida que o
comprometimento sistémico desta doenga avanga, aumenta a chance de O6bito.
Assim como no caso de infarto ou acidente vascular cerebral, diagnosticos e

tratamentos tardios se tornam ineficazes. Para diminuir as taxas de morbidade e
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mortalidade €& necessario que, quando diagnosticada a sepse, o tratamento seja
iniciado prontamente e de forma coordenada e estruturada **'

Entre os fatores de risco no surgimento da sepse estdo: sexo masculino,
extremos de idade?, condigdes que acarretem imunossupressao (contaminacédo por
HIV, transplantes) e algumas co-morbidades como Diabetes Melittus tipo | e Doenga
Broncopulmonar obstrutiva cronica®%.

Como intervengdo néo-farmacoldgica de baixo custo o exercicio fisico
regular proporciona e mantém muitos beneficios para o organismo além de reduzir o

risco de doencas crbnicas e apresentar poucas contra—indicag6e323. Estudos
demosntram sua influéncia positiva no funcionamento cognitivo cerebral®*?°
favorecendo angiogénese, neurogenese e sinaptogenese®® além de possuir agdo
protetora para doencas degenerativas®’e varios transtornos psiquiatricos?®. Neste
contexto este estudo tem como foco esclarecer o papel do exercicio fisico aerdbio
moderado antes da indugao de sepse em animais, examinando sua influéncia sobre

fungbes cognitivas no sistema nervoso central (SNC).

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Sepse
1.1.1.1 Historico, etiologia e conceito

Através dos séculos, filésofos e cientistas buscaram compreender como
ocorria a transmissao das doengas contagiosas. Culturas da antiguidade refletiam
influéncia religiosa nas praticas sacerdotais, com a finalidade de desmistificar a
doenca e a morte®.

Filésofos pré-socraticos no século 6 a.C. foram os primeiros a crer na
influéncia do ambiente na saude das pessoas. Um século depois, Hipdcrates
correlacionou o aparecimento de sinais e sintomas de determinadas doengas com
estado patoldgico da atmosfera®**°. A partir dai surgiu o termo pepse que significa o
processo pelo qual a comida € digerida ou a uva fermentada e indica vida e boa
saude. O termo sepse deriva do verbo sepsein e significa putrefazer, decompor. E

ligado ao adoecimento, surgimento de males e morte *°.
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Existem descricdbes de casos seépticos desde o inicio do século, mas
somente em 1986 o conceito desta doenca foi descrito. Jacobs e Bone (1986) foram
0s primeiros a padronizar essa nomenclatura, estabelecendo, parametros
especificos bem definidos. Além de recomendar o abandono de alguns termos
(septicemia, choque frio e choque quente) esses autores contribuiram enormemente
quando evidenciaram a progressao da gravidade da doencga séptica®’

Porém algumas duvidas surgiram em como distinguir quadros de resposta
inflamatoria ndo relacionados a infecgdo (situagbes de lesdes estéreis como
pancreatite aguda, grandes traumatismos ou queimadura extensas) levando em
agosto de 1991 membros de duas sociedades médicas americanas, a American
College of Chest Physician e a Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) se
reunirem em uma conferéncia-consenso>> >3,

O termo sepse foi proposto como a continuidade da piora inflamatoria
iniciada pela SRIS, evoluindo para sepse grave e posteriormente para choque
séptico. A sindrome trata-se simplesmente de uma reagdo do organismo hospedeiro
a uma infecgao a partir da SRIS. Por esta nomenclatura obrigatoriamente enquadra-
se no diagnostico de SRIS alteragdo de no minimo 2 dos 4 critérios diagndsticos:
temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e contagem de leucdcitos
33.

A sepse grave ocorre quando ha disfungédo de pelo menos um o6rgéo isolado
dentro dos seis sistemas orgéanicos: cardiovascular, respiratorio, renal, neurolégico,
hepatico e coagulagédo. Na continuidade do desequilibrio da resposta inflamatéria ao
patdgeno, somada a hipotensdo apds ressuscitagao volémica, se tem a definicdo de
choque séptico®.

Reacbdes mistas foram emitidas pela comunidade médica e pesquisadores
quando os novos conceitos vieram a tona. Os objetivos da primeira conferéncia-
consenso eram estabelecer um conceito-padrdo e desenvolver parametros
fidedignos para busca de tratamento.*

A fim de elaborar uma nova proposta de conceitos em 2001, na cidade de
Washington D. C. , se reuniram na segunda conferéncia-consenso membros de
sociedades médicas, e como resultado obteve-se um aumento na lista dos critérios
clinicos e diminuigdo da especificidade na definicdo, afastando-se, portanto, do
objetivo original de esclarecer o diagnostico. Neste encontro também foi mantido a
SIRS como componente do diagnostico da sepse. Contudo, hoje ainda se adota
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tanto em pesquisas como na pratica clinica, o conceito elaborado em 1991°°. O que
foi também proposto nesta conferéncia de 2001 foi a introdugdo de uma estrutura
conceitual para esclarecer e indicar estadiamento da doengca: o PIRO

(predisposigao, lesao, resposta e disfungao orgénica)36.

1.1.1.2 Epidemiologia

A incidéncia de sepse grave nos EUA é de 300 novos casos ao ano? o
custo em hospitalizagbes é de aproximadamente US$ 14.6 bilhdes/ano e
caracteriza um problema de salde publica neste pais®>. No continente europeu o
indice de mortalidade para sepse foi estimado em 36%2', no Reino Unido
anualmente mais de 36,000 pacientes sdo vitimas de sepse grave direcionando mais
de 50 % dos recursos de cuidado intensivo (aproximadamente 2,5 bilhdes de euros)
para cuidados com estes pacientes®’.

Mundialmente indices de mortalidade sao elevados especialmente em
paises em desenvolvimento como o Brasil que apresenta alto indice de mortalidade
inclusive superior a outros paises como Argentina e india®.

Esta sindrome em criangas também é causa significante de morbidade e
mortalidade em nivel mundial, a sepse também foi maior causa de morte em UTI
pediatrica sendo mais incidente em pacientes desnutridos e menores de 12 meses
de idade®.

1.1.1.3 Fisiopatologia

A resposta imune inata € a primeira reacdo do hospedeiro contra um
patogeno/lesdo externa e representa um mecanismo basico de manutengdo da
homeostase do nosso organismo. Tem por intuito fisiolégico combater a agressao
restringindo-a em seu foco inicial, evitando sua propagac&o. Essa reagdo pro-
inflamatadria iniciada estimula a produgédo de anticorpos especificos (resposta imune
especifica) sendo vital para evitar crescimento de microorganismos*’. Entretanto se
nao houver uma agdo coordenada entre essas duas reagdes e juntamente ocorrer
desorganizagao sistémica, pode-se comprometer fatalmente a homeostase,
especialmente no SNC que é um dos primeiros sistemas molestados em pacientes
sépticos*'. Especificamente na sepse ha uma descontinuidade na interface dessas
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duas respostas imunes, gerando uma repercussdo em rede designada pela
superprodugao de citocinas pro-inflamatorias, que ampliam e desregulam toda agéo
de defesa do organismo*?.

Neste momento inicial, identifica-se uma agéo fagocitica protagonizada
por macrofagos, mondcitos, neutrofilos, células dendriticas e mais recentemente

4344 O  mecanismo bactericida

estudados peptideos  anti-microbianos
simultaneamente ganha espaco, expressado pela liberagdo exacerbada de citocinas
como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
e molécula de adeséo celular (ICAM-1). Estas por sua vez, direcionam a migragéo
de células imunitarias e ativagdo leucdcitaria. Dentro da patogenia da sepse, mais
especificamente os receptores tipo toll 2 (TRL2) e tipo toll 4 (TRL4) distinguem
patdogenos de microorganismos n&o-nocivos. A expressédo deste tipo de receptor &
modulada por componentes bacterianos (lipopolissacarideo, acido lipoteicoico,
peptideoglicanos, fragmentos de parede) conhecidos em conjunto por padrdo
molecular associado a patégenos (PMAP) e sdo responsaveis pelo
desencadeamento da ativagao de fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa
beta (NF-kB), seguido de produgdo de mais citocinas e ativagdo de linfocitos-T
recomegando a repercussdo®.

O quadro se direciona para o dano endotelial, apresentando
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular (levando a hipotensao), edema,
consumo aumentado de oxigénio e atividade mitocondrial acelerada com liberagéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO). Se este processo avanga invadindo o
organismo, disturbios regulatorios ficam comprometidos, pois disfun¢gdes organicas
surgem agravando o quadro da doenca. Estas disfungdes podem ocorrer nos
sistemas renal, neurologico, cardiopulmonar, gastrointestinal e na coagulagéo
sanguinea sendo estes geralmente preditivos de choque séptico e dbito*'.

Um dos principais sintomas da sepse € a encefalopatia associada a sepse
ou encefalopatia séptica que se caracteriza por um rapido declinio das funcdes
cognitivas, especialmente memdria. Estudo envolvendo pacientes de cuidado critico
relatam que estes apresentam déficits cognitivos na alta hospitalar, através de
mecanismos neurofisiologicos secundarios a lesdo encefalica justificado em estudo
em animais por participagéo ativagdo microglial e apoptose neuronal. Existem alguns
fatores que podem colaborar com desenvolvimento da encefalopatia séptica como
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por exemplo: geragéo de citocinas pro-inflamatorias através da atuagao de microglia,
alteracédo na microcirculacéo cerebral, desequilibrio de neurotransmissores, aumento
da permeabilidade da barreira hematoencefalica*®. Todos eles caracterizando
disfungdo do SNC. O dano neuroldgico induzido por esta encefalopatia ainda n&o foi
totalmente esclarecido, entretanto a disfungdo da sinalizacdo redox e alteragao na
producdo de ERO podem contribuir tanto para a causa como para o agravamento da
doenca®’.

Para manter sua homeostase o SNC conta com a atuagao de neurénios,
macroéglia, astrocitos, oligodendrocitos e micréglia atuando no intersticio enquanto as
células constituintes da barreira hemato-encefalica (BHE) controlam entrada e saida
molecular acompanhando entrega de nutrientes, eliminagdo de catabdlitos, e
restringindo acesso de patdgenos, agentes toxicos, macromoléculas ou substancias
neuroativas para dentro do microambiente encefalico®®. Esta permeabilidade seletiva
confere a BHE uma importante fungdo neuroimune, incluindo para isso tanto a
secrecdo de substancias ativas (citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico) como o
controle na acessibilidade de leucdcitos. A BHE intermedia a ligagdo entre os vasos
sanguineos e o SNC através de uma grande variedade de sinais regulatorios
(ibnicos e elétricos); essa natureza dindmica repercute na variagdo da sua
permeabilidade e a faz vulneravel mediante manifestagées patologicas. Esta falha
no papel protetor exercido pela BHE pode influenciar no curso da sepse expondo e
predispondo o SNC a este insulto.*’.

Conforme o critério diagnostico empregado de 8 a 70% dos casos a
gravidade da doenca pode se manifestar no SNC caracterizando a encefalopatia
associada a sepse ou encefalopatia séptica.*® Sendo suas manifestacdes clinicas
mais tipicas variando de confusdo ou delirium ao coma. Dos sobreviventes a
encefalopatia séptica até 87% apresentam dano cognitivo a longo prazo. A soma
desses dados com o aumento de sua incidéncia e os altos custos ja mencionados
reforcam principalmente a preocupagédo com sua prevencao.

Em casos onde ha acompanhamento de médio e longo prazo, muitos
pacientes apresentam melhora deste défice, entretanto uma ou mais capacidades
e/ou habilidades cognitivas ndo s&o totalmente estabelecidas. Se alguma das
fungbes cognitivas incluindo memoria, atengéo, velocidade de raciocinio, habilidades
espaco-visuais e nivel intelectual, forem afetadas, o paciente tera dificuldade em
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reestabelecer rotinas de vida diaria e também podera ter sua performance
profissional prejudicadag, ou seja este paciente e seus familiares terdo uma
repercussao direta muito grande € preciso que hajam mais estudos para mudar esta
realidade que pode persistir descrito por Iwashyna e colaboradores por até 8 anos’.
A presenga destes sinais e sintomas (perda de concentragdo, atengdo e
perda global de fung&o cognitiva) ilustra a severidade do quadro que pode se
manifestar sob a forma leve, moderada ou grave. Outros sintomas que também
aparecem em sobreviventes de cuidado intensivo sdo depressdo e ansiedade. A
prevaléncia de depressao maior nestes pacientes € de 30% e 47% deles
apresentam ansiedade clinica, acompanhadas em ambas de vulnerabilidade
imunoldgica suscetibilizando a constantes reinternacdes e também ao dbito*°.
Permeando um pouco mais na neurobiologia do dano oxidativo
Barrichelo e colaboradores (2006), em otica mais celular do dano a longo prazo
comprovaram pela CLP (ligagdo e puntura do ceco) que o estresse oxidativo a curto
prazo (6 horas) tem influéncia direta na sintomatologia a longo prazo>°.
Ritter e colaboradores (2014) em estudo de coorte (investigando a diferenga entre
pacientes seépticos e nao-sépticos na ocorréncia de delirium e mediadores
inflamatorios) descreveram que na fisiopatologia da sepse a inflamagao tem papel
fundamental na disfuncgéo cerebral e dano a longo prazo®" Ja Mina e colaboradores
(2014) em carater mais mecanistico salientaram a sustentacdo da resposta
neuroinflamatoéria pelo aumento de 11 em seus achados confrontando com a
performance no processamento da memoria®®. Steckert verificou repercussao tardia
no SNC por 30 dias em modelo animal por CLP justificando-se (dentre outros
resultados) pela diminuigdo da concentragdo de TBARS em hipocampo prevenindo
ou revertendo estresse oxidativo nesta regido. E ainda revisando metabolismo
mitocondrial identificou vazamento de superoxido devido a diminuigdo da atividade
no complexo 1 da cadeia respiratéria também culminando no dano cognitiv053.
Ainda na relacao de causa e efeito entre estresse oxidativo e neuroinflamacéo Biff D
e colaboradores demosntraram relagdo inversa entre mediadores inflamatérios na
fase inicial de sepse induzida pela CLP, diminuicdo de niveis de BDNF
acompanhados de piora na desenvoltura na esquiva de multiplos treinos. Todos
esses achados corroboram na tentativa de elucidar como efeitos a curto prazo na
fase aguda da sepse (6 hrs em roedores) podem repercutir (se ndo modificar e
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prevenir) no curso da doenca e em suas indesejaveis manifestacdes tardias®.

1.1.2 Estresse oxidativo

Conceitualmente estresse oxidativo significa o desequilibrio entre sistema
de defesa antioxidante e formacado de espécies pré-oxidantes, chamadas ERO.
Estas substancias por sua vez, sdao extremamente reativas, capazes de propagar
dano a proteinas, lipidios, acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico
(RNA)>>%8,

Em todos os tecidos humanos ha produgdo dessas espécies podendo
ocorrer estresse oxidativo em todos eles. Entretanto o encéfalo apresenta grande
sucetibilidade a formagdo de EROs bem como propagac¢do do dano causado por
elas. Morfologicamente o tecido do SNC é estruturado com abundante presenca de
acidos-graxos poliinsaturados, defesa antioxidante limitada, alto indice de utilizag&o
de oxigénio, regeneracao celular lenta e também alta concentragcdo de cobre e ferro
em diversas regides o tornando-o propicio ao dano®®*’.

Atribui-se, portanto, a sistemas antioxidantes uma funcdo de protegao
contra estes possiveis danos gerado pelas seguintes EROs: superoxido (Ogz),
hidroxiperoxila (HO_), hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H20.). Estes agentes
reativos sdo, em sua maioria, provenientes de metabolismo de oxigénio e nitrogénio,
ambos verificados em cenario de reagdes de Oxido-redugdo, ou seja, ou eles
provocam ou resultam dessas reagdes. Em organismos aerdbios, essa homesostase
€ garantida devido a atuagcdo de enzimas anti-oxidantes como por exemplo:
glutationa reduzida (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), entre
outros.>®®.

No curso da sepse o estresse oxidativo no SNC ocorre a curto prazo
(seis horas) tendo o retorno do equilibrio das enzimas antioxidantes SOD e CAT de
12-96 horas depois, este dano poderia colaborar no desenvolvimento da gravidade
do quadro da doenca *7*°

A glutationa é sintetizada a partir de 3 aminoacidos e algumas condi¢des
metabdlicas estdo associadas ha uma diminuigdo de seus niveis, tal qual aumento
na sucetibilidade a infeccdes®. Trata-se do thiol presente em concentragdo mais alta

no citoplasma celular e se mostra muito eficaz exercendo a fungcédo de co-fator da
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familia das enzimas glutationa peroxidases, onde com sua oxidagao a dissulfeto da
glutationa (GSSG) impede dano e propagac&o oxidativa®.

Bioquimicamente a mensuragao da peroxidacéo lipidica se estima através
da quantidade do subproduto malondialdeido ativado por reagdo ao acido
tiobarbiturico®. Sob estas condigdes de estresse oxidativo o grupo carbonil de
proteinas também é muito utilizado na mensuracdo do dano®.

Especificamente na sepse o desafio € compreender dentro do quadro
inflamatorio da fase mais inicial como dicernir a propriedade regulatéria destes
sistemas, assim como durante inflamacdo cronica sustentada. No estudo de
Karapetsa colaboradores (2013) os niveis de glutationa-reduzida eram mais baixos
em pacientes ndo-sobreviventes a sepse comparado aos sobreviventes e estes
pesquisadores sugeriram uma inabilidade do metabolismo destes pacientes em
manter os niveis de glutationa ao longo do tempo sendo pelo dano permanente e/ou
muito severo ou por déficit de sintese neste sistema enzimatico®®.

Dentro da fisiopatologia da sepse ja é bem descrita a repercusséo
sistémica de mediadores pro e antinflamatérios mas seu impacto em tecido cerebral

ainda ndo foi totalmente desvendado®*.

Barrichello T e colaboradores (2007)
atribuem a ligagéo entre ativagdo microglial por estimulagéo de citocinas ao estresse
oxidativo e consequentemente prejuizo cognitivo a longo prazo em ratos submetidos

a sepse™.

Em modelos animais de sepse, sabe-se que o estresse oxidativo esta
presente em tecido encefalico 6 horas apds a inducéo™ esta alteragdo permanece
por até 30 dias apds a indugdo pela CLP*® Em recente estudo multicéntrico, Lorente
e colaboradores (2015) comprovou associagao direta entre indice de mortalidade de

pacientes que tiveram sepse grave com diminuigdo de capacidade antioxidante total
66

Apo6s analise de tecido neural e hepatico foi percebido por Radak e
colaboradores (2013) uma diminuigdo da geracdo de EROs e também de seus
danos. Atribuiu-se ao exercicio este aumento na resisténcia de tecidos e orgaos
contra insultos provenientes destes radicais, podendo assim se questionar uma
provavel modulagdo pelo metabolismo aerdobio treinado no processo de

neutralizacdo dessas espécies conforme sera descrito na sec¢éo a seguir67.
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1.1.3 Exercicio fisico

A pratica de exercicio fisico esta intrinsicamente presente no
desenvolvimento da raca humana. Através dela que o homem conseguia adquirir
alimento para se sustenatr e fugir para sobreviver. Em diversas épocas histéricas
esta ferramenta foi essencial como por exemplo o treinamento de gladiadores na
Grécia e Roma antiga. No século XIX ganhou mais espago na forma de competicbes
em jogos, ginastica, danga e calestenia. A propagagao desta modalidade como
promotora da saude no brasil ocorreu a partir de 1970 e desde entdo vem cada vez
mais sendo praticada e estudada®®.

Como intervengdo nao-farmacolégica de baixo custo o exercicio fisico
regular proporciona e mantém muitos beneficios pro organismo além de reduzir o
risco de doengas cronicas®®’®, doengas cardiovasculares’!, metabdlicas’?,
obesidade’®, osteoporose’™, cancer’®, fibromialgia®® e dor’’ e apresentar
poquissimas contra-indicagoes.

Desde a década de 90 tem-se estudado e comprovado os beneficios do
exercicio regular na funcéo cerebral frente ao dano oxidativo de algumas doengas’®.
Estudos demosntram sua influéncia positiva no funcionamento cognitivo cerebral®
favorecendo angiogénese, neurogenese e sinaptogenese®® além de possuir agdo
protetora para algumas doencas degenerativas?’, declinio cognitivo e deméncia®®
entre outros transtornos psiquiatricos®®

Conforme o tipo de exercicio € bem estabelecida sua repercusséo direta
em sistemas antioxidantes cerebrais endogenos diminuindo o risco de dano
oxidativo. Assim como se conhece outras vantagens neurometabdlicas de se evitar o
sedentarismo 0 exercicio pode causar aumento de resisténcia contra insultos
cerebrais, estimulo a neurogénese e a plasticidade neuronal e contribuicdo para
aprendizagem’®.

Segundo Caspersen, Powell e Christenson (1985), atividade fisica é
qualguer movimento corporal produzido por musculatura esquelética que resulte em
despéndio de energia. O exercicio fisico € uma subcategoria de atividade fisica
caracterizada por ser planejada, estruturada e repetitiva e destinada propositalmente

para adquirir ou manter um ou mais componentes de preparo ou aptidao fisica. O
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conceito de preparo fisico € atribuido ao conjunto de caracteristicas relacionadas a
habilidade do organismo em desempenhar alguma atividade fisica®

Sabendo da variagao fisiologica esperada em humanos na aplicagado de
protocolos de exercicio, de Araujo e colaboradores (2012) enfatizaram o papel dos
modelos animais na elaboragdo de protocolos de exercicio devido ao grande
controle que se tem do ambiente que eles ficam expostos (fatores externos como:
dieta, tempo de manipulagdo, temperatura e sono) e as diferengas individuais
(espécie, sexo e idade)®'. De acordo com Booth, Laye e Spangenburg (2010) para o
desenvolvimento de pesquisa em modelos animais é essencial o entendimento de
respostas fisiologicas nos diferentes métodos de treinamento. Além da confiabilidade
do modelo, a caracterizacdo de parametros estimula a prescricdo continua do
exercicio para intervencdes clinica, farmacolégica e dietética em fisiologia
experimental®.

Dos protocolos de exercicio fisico para animais, a esteira de uso humano
adaptada é muito utilizada com a finalidade de investigar adaptacgdes fisiologicas
produzidas no exercicio. Seu uso extensivo em estudos € devido a efetividade,
simplicidade e facilidade em treinar varios animais ao mesmo tempo. Nesse tipo de
intervencao o pesquisador pré-determina os parametros de duracio, frequéncia,
intensidade e volume a serem realizados garantindo fidedignidade ao modelo

selecionado Apple e colaboradores e Zhou e colaboradores®®®*.

Em recente revisao sistematica, Camiletti-Moiron e colaboradores (2013)
investigaram os efeitos do exercicio no estresse oxidativo no cérebro e relataram a
dificuldade de interpretar seu levantamento de dados devido a alta
heterogenecidade dos protocolos de exercicio identificados. Mostrando resultados
conflitantes e/ou inconclusivos, considerando intensidade e volume, confirmou que
estas limitagbes comprometem a analise distanciando o meio cientifico de
conclusdes mais objetivas na tentativa de formatar um modelo mais adequado para
aumentar a capacidade antioxidante cerebral’”®. No entanto dentre todos os
programas de treinamento incluidos, o exercicio fisico aerdbio moderado, foi eleito
como o0 mais apropriado para promover esta capacidade. Coelho e colaboradores
(2013) concluiram que o exercicio aerobio como pré-condicionante previniu a
hipotrofia, a peroxidagao lipidica e a oxidagao de proteinas e aumentou atividade de
SOD em tecido muscular de ratos submetidos a sepse’®.
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Vifia e Gomes-Cabrera (2013) e Tanaka e colaboradores (2015) atribuem
o aumento da producdo de EROS pelo exercicio (sem evoluir para o estresse
oxidativo) ao conceito de que estas espécies atuariam como segundo-mensageiro
na adaptacdo de exercicio aerobio o que otimizaria 0 uso de exercicio como
terapéutica nao-farmacoldgica®°.

Finaud, Lac e Filaire (2006) enfatizam que n&o necessariamente a
producdo de EROs estimulada pelo exercicio fisico levaria ao estresse oxidativo®’.
Convergindo com Radak e colaboradores (2007) que interpreta o papel dos efeitos
da geracdo de ROS no inicio e intermediagdo no processo de adaptagdo do
exercicio®®. O que justificaria na visdo destes autores sua associagdo com a
diminuigao de diversas doencas, retardo do processo de envelhecimento bem como

atenuacdo de danos associados a este®'®,

A influéncia de suplementagédo antioxidante combinada com o exercicio
aerobio vem sendo demonstrada em estudos e dividindo opinides no meio cientifico
899091 passos (2015) atribui a0 aumento da capacidade adaptativa do reticulo
endoplasmatico em organismos exercitados, efeitos benéficos em alteragbes de
varias cascatas metabdlicas: suprimindo inflamacdo, sinalizagdo de calcio,
resgatando status reduzido e diminuindo a expressao de genes pré-apoptoticos®.

A corrida como modelo de exercicio fisico tem sido selecionada como
protocolo de primeira escolha em publicacbes que demostraram aumento na

1°° e neurogénese®.

plasticidade cerebra

Radak e colaboradores (2013) em extensa revis&o interessantemente
aborda o tema estresse oxidativo fazendo uma retrospectiva histérica. Salientando o
instinto da sobrevivéncia humana simbolizado na caga atribui a corrida o papel
mediador na evolugdo do metabolismo aerdbio da espécie humana. Ou seja, através
da regularidade da solicitagdo desta modalidade de atividade fisica a cada refeic¢ao,
0 Homo sapiens exigiria a maxima performance na busca pelo alimento
caracterizando assim um organismo exercitado e extremamente preparado. Fazendo
um paralelo desta época com estilo de vida moderno temos uma oposicéo a esta
proposta evolugdo, hoje em dia o dispéndio energético comparado com aquela
época € menor. Na capacidade aerdbia a formagao regular de EROs centralizaria
uma capacidade adaptativa anti-oxidante e maior tolerancia contra agentes

estressores, ou seja, indices moderados de estresse e/ou dano oxidativo seriam
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essenciais na contribuicdo da homeostase®. Este mesmo autor explica que ha a
formacéao e liberagdo de EROS tanto no efeito agudo do exercicio aerdbio quanto no
exercicio fisico aerdbio de alta intensidade e assim como Steinbacher e Eckl (2015)
atribui a geragao destas espécies a influéncia de processos celulares que levam a

uma aumento na expressao de antioxidantes®*.

O exercicio fisico regular promove neuroprotegao mais efetiva em défice
de memoria associado a isquemia-reperfusao cerebral, ja é associado a diminuigéo

de incidéncia de sepse® %"

Em recente publicagdo com humanos Jacubowisky e colaboradores
(2015) detectaram o efeito reversivo pelo exercicio aerébio moderado em modelo de
estresse crdnico através de isolamento. Comprovou que a regularidade do exercicio

elimina o efeito negativo do confinamento em atividade cortical®®.

Neves e colaboradores (2015) em estudo com animais em modelo de
depressdo por privacdo materna atribuiu ao exercicio a atenuacdo de dano a
memoria de longo e curto prazo pela erradicagdo ou diminuigcdo de peroxidagao

lipidica em hipocampo e cértex pré-frontal®®.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico aerébio moderado

na prevengao de prejuizos cognitivos em um modelo animal de sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico aerébio moderado
sobre a memoaria e aprendizado em animais submetidos a sepse;

* Avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico aerdbio moderado
sobre o estresse oxidativo em tecido encefalico de animais submetidos a
sepse.
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3. METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as recomendacgdes internacionais e da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC) para o cuidado e o uso de animais de laboratorio. A
imobilizagdo do animal foi utilizada somente durante os procedimentos necessarios,
bem como para os tratamentos descritos para os diferentes grupos. Este projeto foi
submetido e aprovado (14.027.4.08.1V) pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNISUL campus Pedra Branca.

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 28 dias de idade
provenientes da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC/RS).
Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de neurociéncias experimental
(LaNEX) do campus Pedra Branca da Unisul. Os animais permaneceram em caixas
com maravalha e receberam ragao comercial de alta qualidade. Os animais foram
mantidos sob temperatura (22 + 1°C) e umidade controladas (60 a 80%). Foram
acondicionados em uma quantidade de 5 animais por caixa em ciclo claro escuro de

12 horas (06h:00min as 18h:00min), alimentac&o e agua foram fornecidos ad libitum.

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE EXERCICIO FiSICO AEROBIO
MODERADO

Os experimentos foram conduzidos entre as 11h e 14h, apds aclimatacao
dos animais para o laboratério. Ao completarem 28 dias de vida, os animais foram
aleatoriamente distribuidos em 2 grupos: treinados e n&o-treinados. Os animais do
grupo treinado foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico de 8 semanas.
Antes de realizarem o protocolo, os animais foram habituados durante 5 dias. O
protocolo de exercicio fisico ocorreu em uma esteira de uso humano adaptada para
este fim. Durante a ambientagcdo, os animais foram submetidos ao treinamento

durante 5 dias a uma intensidade de 10 metros por minuto (m/min) durante 10
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minutos. Apds a habituagdo, iniciou-se o protocolo de exercicio fisico como
demonstrado abaixo. Os animais do grupo nao treinado foram mantidos em suas
caixas durante todo o experimento, ndo sendo submetidos entdo ao protocolo de

exercicio fisico aeroébio.

Protocolo de exercicio aerdbio moderado.

Semanas Intensidade Volume

1 13m/min 15 min
“ 30 min
16m/min 30 min
“ 45 min
19m/min 45 min

: 60 min

N OO o~ W0DN

75 min

8 : 90 min

Fonte: Elaborada pela autora.

Este protocolo foi adaptado mimetizando um treinamento fisico regular
incremental baseado no estudo de Speck et al (2014) onde os animais realizaram

0

corrida por 5 dias com intervalo de 2 dias sempre no mesmo horario'®. Era

caracterizado pelo incremento ou de intensidade ou de volume a cada semana.

3.4 INDUCAO DA SEPSE

Apo6s o término do protocolo de exercicio fisico, os animaisforam mantidos
no biotério e quando alcangaram 88 dias de vida e foram submetidos a sepse apos
24 horas do ultimo dia de treinamento. A técnica consistiu em uma unica
administragdo subcutanea de 1ug/kg de Lipopolissacarideo (LPS 0111:B4 E. Coli —
Sigma Aldrish, Brasil). O LPS foi diluido em tamp&o fosfato-salino (PBS) estéril. Os
animais do grupo controle (PBS) receberam apenas PBS. '’

Apo6s a indugao, os animais foram distribuidos nos seguintes grupos (n =
10): 1) PBS + nao exercitado; 2) PBS + exercitado; 3) LPS + ndo exercitado; 4) LPS
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+ exercitado. Eles retornaram para caixa no biotério, nela permanecendo até o
décimo dia apds a inducado de sepse. Apds os 10 dias de inducdo de sepse, 0s
camundongos foram submetidos aos testes de Memoria de Habituagc&o (Teste de
habituacdo em campo aberto) e Memoéria Aversiva (Teste de esquiva inibitéria).
Imediatamente apds os testes comportamentais, os animais foram sacrificados
sendo o cortex pré-frontal, estriado, hipocampo, cerebelo e cértex removidos e
armazenados no freezer (-80°C) para analises posteriores de peroxidagao lipidica e
carbonilagao de proteinas.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.5.1 Esquiva inibitéria

Para avaliagdo de memoéria aversiva foi realizado o teste de esquiva
inibitéria consistindo em uma caixa de acrilico na qual o piso € formado por barras
paralelas de metal (1mm de didmetro). Os espagos entre as barras medem 1cm.
Uma plataforma com 7cm de largura e 2,5 cm de comprimento é colocada junto a
parede esquerda do aparelho. Na sessdo de treino, os animais foram colocados
sobre a plataforma e mensurado o tempo que o animal levou para descer com as
quatro patas da plataforma. Esse tempo € denominado laténcia. Imediatamente apés
descer da plataforma (com as 4 patas), o animal recebeu um choque de 0,2 mA
durante 2 segundos. Caso o animal n&o saia da plataforma apds trés minutos sera
removido desta e anotado tal comportamento. Na sessédo de teste, o animal foi
novamente colocado na plataforma e medido o tempo levado para descer (laténcia),
porém ndo € administrado choque. A laténcia € um parametro classico de retencao
de memoria. Os intervalos entre o treino e o teste serdo de 24 horas para memoria

de longa duragéo'®.

3.5.2 Habituagao ao campo aberto

Para a avaliacdo de memdria de habituacdo foi realizado o teste de
habituacdo em campo aberto desenvolvido em uma cadmara de campo aberto
medindo 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 40 cm de altura, sendo 3 de
madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 9
quadrados de iguais dimensdes marcados por linhas pretas. Na sessao de treino,
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os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior
esquerdo do aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5
minutos. Imediatamente apds, os animais voltaram para a caixa moradia. A sessao
de teste foi realizada 24 horas apos o treino, na qual se repetiu o procedimento do
treino. Os numeros de cruzamentos através das linhas pretas sdo denominadas de
cruzamentos e significam a atividade motora. O numero de elevagdes sé&o
denominadas de levantamentos e significam a atividade exploratéria ambos foram

avaliados em teste e em treino'%.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1 Mensuragoes de Estresse Oxidativo

3.6.1.1. Medida de substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Como indicio de peroxidagao lipidica foi medido a concentracdo de
TBARS tecidual encefalico durante uma reacdo acida aquecida como previamente
descrito por Wayne e Daniel'®. As amostras obtidas foram misturadas com 1ml de
acido tricloroacético 10% e 1ml de acido tiobarbiturico 0,067%, fervidas por 15
minutos, e apos a quantidade de TBARS foi determinada pela absorbancia em 535
nm com auxilio do espectrofotbmetro tendo como unidade de medida nmol/mg

proteina.

3.6.2 Medida do dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela medida de
grupos carbonil conforme previamente descrito por Drapper e Hadley (1990)105.
Brevemente, as amostras obtidas foram precipitadas em adicdo de acido
tricloroacético 20% e as proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina (DNPH). O
conteudo dos grupamentos carbonil foram medidos pela absorbancia em 370 nm

com auxilio do espectrofotdmetro.

3.6.3 Atividade de Tidis Livres

As amostras foram precipitadas com TCA a 10%, centrifugado, e o
sobrenadante foi adicionada a DTNB (5,599 -ditiobis-2-nitrobenzdico - 1,7 M) e
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Tampao Tris-HCI (30 mM, contendo acido etilenodiamino tetra-acético acido-3 mM
de EDTA, pH 8,9). Os resultados foram expressos em Tiol (e = 1.4156104M21cm21)

em nmol / mg de proteina’®.

3.6.2.4 Dosagem de proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry (1951)'% e a

albumina sérica bovina foi utilizada como padrao.

ANALISE ESTATISTICA

ApOs a coleta dos dados foi realizado um teste de normalidade (Shapiro-
Wilk) para caracterizagdo dos dados. Como os dados foram paramétricos, os
resultados foram apresentados como a média e desvio-padrdo. A analise estatistica
dos dados entre os grupos foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA)
de uma via. Quando o valor de p foi significativo, comparagdes post hoc foram feitas
pelo teste de Tukey. A significancia estatistica foi considerada para valores de
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Meméria e aprendizado

A Figura 1 demonstra os dados obtidos apds os testes de esquiva
inibitoria, para avaliar memoria aversiva (painel A) habituagdo ao campo aberto. Na
figura 1B se observa o comportamento de memoria de habituagdo em animais

submetidos ou ndo a sepse apds um protocolo incremental de exercicio aerobio.
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Figura 1. Teste de memdria e aprendizado através dos testes de esquiva inibitéria
(1A) e habituacdo ao campo aberto (1B). Dados expressos em mediana e desvio
interquartil (1A) e média e erro da média (1B). *p<0.05 vs treino.

Pode-se observar na Figura 1A que os animais que n&o realizaram o
protocolo de exercicio fisico aerdbio e foram submetidos a sepse nédo apresentaram
um aumento significativo no tempo de laténcia na sessdo teste, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre treino e teste, ou seja, houve prejuizo
cognitivo neste grupo. Entretanto, nos animais submetidos ao protocolo em estudo e
submetidos a sepse, pode-se observar que houve diferenga no tempo de laténcia
entre treino e teste, ndo havendo mais comprometimento cognitivo, ou seja, o
protocolo de exercicio fisico aerdbio foi capaz de prevenir o comprometimento da
memoria aversiva nestes animais. A Figura 1B, demonstra os dados obtidos no teste
de habituagdo ao campo aberto. Pode-se observar que houve diferenca estatistica
nos animais nao-exercitados do grupo PBS no teste em comparagao ao treino. No
grupo LPS dos animais exercitados, houve diferenga estatistica comparando-se o
numero de levantamentos no teste em relagdo ao treino, ou seja, no grupo onde
houve indugao da sepse o protocolo de exercicio aerdbio utilizado possibilitou nestes
animais uma protegdo contra o dano em memoria de habituagdo. Ficou clara a
familiarizacao destes animais com a arena de campo aberto demonstrando que a
intervencao aplicada teve um efeito benéfico contra comprometimento deste tipo de
memoria.

N&o houve diferenca estatistica entre treino e teste tanto no numero de
cruzamentos como no numero de levantamentos nos animais nao-exercitados
submetidos a sepse por LPS. Este resultado indica que este grupo apresentou dano
e teve prejuizo neste tipo de memdria pois aquele ambiente n&o fora reconhecido.
Este comportamento indica que estes animais n&o aprenderam, pois percorreram e
encararam a arena como se nao a tivessem explorado anteriormente, caso contrario

haveria diferenga no teste em relagéo ao treino.
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Figura 2. Teste de TBARS mensurados em nmol/kg de proteina em Cortex Pré-
frontal (A), Cortex (B), Estriado (C), Hipocampo (D) e Cerebelo (E) respectivamente.
Dados expressos em média e erro da média. *p<0,05 quando comparado com o
grupo PBS nao exercitado. **p<0,05 quando comparado com o grupo LPS n&o
exercitado

A Figura 2 A mostra que no cortex pré-frontal os animais do grupo nao-
exercitado LPS apresentaram uma concentracdo maior de MDA quando
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comparados ao grupo PBS n&o-exercitado. Comprovando que a indugédo da sepse
gera peroxidacgao lipidica nesta area do SNC. Nas figuras 2B-E é observado a
mesma reagdo em tecido encefalico destas areas, ou seja o aumento da
concentracdo de MDA indica aumento das EROS caracterizando a ocorréncia de
peroxidacao lipidica em cértex, estriado, hipocampo e cerebelo nos animais nao-
exercitados LPS. Os grupos de animais exercitados LPS das figuras 2B, 2C, 2D e 2E
apresentaram diferenca estatistica quando comparados aos animais ndo-exercitados
destas mesmas areas (respectivamente: Cortex, estriado, hipocampo e cerebelo). A
concentragcdo de MDA nos animais exercitados destes grupos demostra que o
protocolo de exercicio aerdbio utilizado influenciou diretamente na diminuigdo da sua
formacéo. Houve portando um efeito positivo do exercicio contra o dano oxidativo

em todas as areas do SNC analisados com excegéo do cortex pré-frontal.
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Figura 3: Teste de Carbonilagdo de proteinas representadas pela concentracédo de
Proteinas Carboniladas em nmol/mg de proteina em Cortex Pré-frontal (A), Cortex
(B), Estriado (C), Hipocampo (D) e Cerebelo (E) respectivamente. Dados expressos
em media e erro da média. *p<0,05.

As figuras 3A, 3C, 3D e 3E mostram que no cortex Pré-frontal, Estriado,
Hipocampo e Cerebelo os grupos n&o-exercitados LPS apresentaram maior
concentragdo de proteinas carboniladas quando comparado ao grupo PBS nao-
exercitado demonstrando que em tecido neural de animais nao-exercitados
submetidos a sepse por esta técnica apresentam carbonilagdo de proteinas. Nas
figuras 3 A e 3D se observa nos animais LPS exercitados quando comparados ao

grupo nao exercitado uma menor concentragdo de proteinas carboniladas.
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Figura 4: Tidis livres expressados em nmol/mg de proteina. Dados expressos em
meédia e erro da média. *p<0,05 LPS nao exercitado vs PBS n&o exercitado.
**p<0,05 LPS exercitado vs LPS nao exercitado.

As figuras 4 A e B mostram que houve aumento estatisticamente significativo
da atividade antioxidante quando comparado animais nao-exercitados vs exercitados
do grupo LPS, ou seja, o exercicio fisico teve um efeito positivo nestas estruturas
analisadas. E quando se compara o grupo de animais n&o-exercitados LPS vs
animais nao-exercitados PBS tanto de cértex pré-frontal e cortex fica nitida a

diminuic&o estatisticamente significativa de tiois livres.
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5. DISCUSSAO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos da sepse sobre a
memoria e estresse oxidativo no tecido encefalico em animais submetidos
previamente a um protocolo de exercicio fisico aerébio moderado de oito semanas.
Foi verificado que os animais exercitados e submetidos a sepse nao apresentaram
comprometimento da memdria e do aprendizado e, apos as analises bioquimicas,
apresentaram menores concentragées de MDA no cértex total, hipocampo, estriado
e cerebelo; proteinas carboniladas diminuidas em cortex total e hipocampo e
aumentadas concentragdes de tiois livres em cortex pré-frontal e cortex total, quando
comparados com animais nao exercitados submetidos a sepse.

O dano cognitivo, incluindo prejuizo na atengdo, memoria e fungdes
cognitivas s&o a maior causa de disfungdes tardias na sepse'”. Translacionalmente,
foi verificado que pacientes sobreviventes a sepse, a longo prazo, apresentam
sintomas neuroloégicos como: depressdao maior, ansiedade, dificuldade de
concentragéo e déficits de atengéo, além de prejuizo na memoria e aprendizado” "%,
Em um modelo animal de sepse por CLP foi mostrado que o comprometimento da
memodria e do aprendizado persistem por até 30 dias apds a submissao de sepse,
mesmo apds a remissdo do processo infeccioso e inflamatério®. Semmler e
colaboradores (2007) utilizou o modelo de LPS e verificou comprometimento
cognitivo em até 90 dias apos a inducédo’®.

Neste contexto, esta bem estabelecido na literatura que o estresse oxidativo é
uma das principais causas do comprometimento da meméria®*. No processo da
sepse, Barichello e colaboradores (2007) demonstraram que a administragdo n-
acetilcisteina e deferoxamina em animais submetidos a sepse por CLP reduziu
significativamente o comprometimento da cogni¢cdo, 10 dias apos a inducdo da
sepse. Aléem disso, o0 mesmo estudo também constatou uma diminuigdo do dano
oxidativo e aumento das defesas antioxidantes em tecido encefalico 24h apds a
inducdo. O estresse oxidativo também faz parte do espectro do envolvimento do
encéfalo no processo da sepse. Tem sido demonstrado dano pelo estresse oxidativo
em 24 horas, 10 dias e até 30 dias apds a inducdo por CLP °*'"*3 |sso tem sido
observado por Liu e colaboradores (2014) que submeteram animais ao CLP e
encontraram um aumento de MDA, citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-

1B e reducdo de enzimas antioxidantes como SOD e CAT no soro e hipocampo''°.
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No presente estudo observou-se que animais submetidos a um protocolo de
exercicio fisico aerobio moderado durante oito semanas e submetidos a sepse por
LPS, ndo apresentaram comprometimento da memoria e presenca de estresse
oxidativo apos 10 dias da inducédo da sepse. Outros estudos, utilizando diferentes
intervencdes a fim de intervir no estresse oxidativo também obtiveram resultados
interessantes. Liu e colaboradores (2014) demonstraram que o tratamento com a
inalacdo de hidrogénio foi capaz de reduzir o dano oxidativo (MDA) e as
concentracbes de citocinas proé-inflamatérias, bem como aumentar as enzimas
antioxidantes em hipocampo'™®. Tem sido descrito na literatura o papel de alguns

antioxidantes como acetil-cisteina, algumas vitaminas e estatinas®®-%%"%*

. Convergindo
com Ritter et al., 2004 que verificou em érgéos periféricos uma redugdo do dano
oxidativo apds o tratamento com antioxidantes classicos em um modelo animal de
CLP'"". Estudos desta natureza validam os modelos animais de sepse mostrando
que potenciais tratamentos podem diminuir ou reverter os danos bioquimicos
gerados.

Os resultados dessa pesquisa demonstraram que nao houve protecdo ao
dano em todas as areas encefalicas consideradas. Considerando TBARS somente
em cortex pré-frontal ndo houve diminuicdo de MDA, considerando-se diminui¢ao de
proteinas carboniladas n&o ocorreu em estriado, cortex pré-frontal e cerebelo. E nas
areas hipocampo, estriado e cerebelo os niveis de tidis livres ndo aumentaram.

Antigamente era relacionado ao cerebelo somente a funcédo de regulacédo da
coordenagao motora, mas hoje ha consenso que esta estrutura encefalica néo se
restringe em atuar somente na construcdo do movimento, mas pelas conexdées com
cortex cerebral também participa de funcdes cognitivas, emocionais, espaciais,
linguagem e memoéria de trabalho''®'*® Analisando o impacto do exercicio regular na
morfologia de células Purkinge cerebelares, Huang e colaboradores 2012
verificaram uma melhora na performance motora e aumento da arborizagao
dentritica cerebelar "',

Assim, no presente estudo se observou que a sepse induzida pelo LPS
prejudicou a memoria e paralelamente se encontrou aumentado dano a lipidios e
proteinas no cerebelo dos animais. No entanto, este dano oxidativo foi menor (MDA)
no cerebelo dos animais que foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico.

A partir desta divergéncia de achados em algumas areas podemos refletir se

0s animais exercitados ndo obtiveram nenhum grau de resisténcia nesta areas
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contra o insulto séptico, pois mesmo a mensuracgao ter sido feita de forma isolada
sabe-se que tanto a velocidade de difusdo quanto a reatividade em tecido encefalico
€ grande neste microambiente e somando-se a isso a repercussao metabdlica da
glutationa livre. Sera que o protocolo de exercicio utilizado através da otimizagao da
interacéao neuronal em rede € que repercutiu em fungao encefalica e performance
cognitiva? Qual outro processo nao considerado por nds explicaria o resultado
esperado do comportamento? Essas reflexdes sugerem novos estudos com
mensuracdes de outros testes para ser avaliada a real dimensao da contribuicdo do
exercicio aerébio moderado no papel protetor destes danos, como por exemplo
testes verificando imuno-histoquimica, neuroimagens entre outros.

Neste sentido, tem sido demonstrado em humanos e roedores que o exercicio
fisico regular proporciona e mantém beneficios para o organismo, além de reduzir o
risco de doencas cardiovasculares®®, metabdlicas’®, obesidade’’!, osteoporose’,
cancer’?. Também tem sido observado aumento de resisténcia contra insultos
encefalicos, estimulacdo da neurogénese, plasticidade neuronal, e contribuicdo para
aprendizado e memoria'®. Os resultados do presente estudos corroboram com a
literatura, por evidenciar que animais submetidos a um protocolo de exercicio fisico
incremental apresentam menores danos oxidativos em estruturas encefalicas
responsaveis pelo processamento da memdria e aprendizado, como o hipocampo e
o cortex®.

Na literatura, encontra-se efeitos benéficos do exercicio fisico frente a
hipotrofia muscular, peroxidacao lipidica e dano a proteina em tecido muscular de
animais submetidos a sepse por CLP'’. Entende-se que os efeitos bioldgicos
produzidos pelo exercicio fisico sdo mediados por diversos mecanismos
neurobioldgicos”™ que depende fundamentalmente de contragdes do musculo
esquelético. A contragdo muscular per se aumenta o gasto calérico bem como a
producdo de EROs e consequentemente leva a ativagdo de mecanismos enddgenos
antioxidantes que neutralizam o excesso de EROs impedindo a sua acdo. Essa
reacdo € o indicio da adaptagdo induzida pelo exercicio protagonizada pelas
EROs®®. No presente estudo demonstrou-se que o exercicio fisico restabeleceu a
memodria e aprendizado e paralelamente observou-se que reduziu o dano oxidativo
em estruturas encefalicas responsaveis pelas fungdes comportamentais analisadas.

Esta bem estabelecido na literatura que durante o exercicio fisico ocorre um

processo de adaptacado que envolve a ativagao do sistema antioxidante, o qual reduz
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a producdo e acao dessas espécies, que por sua vez influenciam fatores de
transcricdo genética e sintese protéica. Desta forma, a produgdo de EROs por meio
do exercicio fisico de intensidade baixa ou moderada leva a adaptagao celular.

O que ocorre neste processo hormético se resume em grande parte ao preé-
condicionamento mitocondrial pelo exercicio. Individuos exercitados apresentam
hipertrofia mitocondrial e aumento do numero de mitocondrias em tecido muscular.
Nesses organismos a reagdo anti-oxidante €& proporcional ao resultado do
desequilibrio redox, a neutralizagcdo das espécies reativas €, portanto, realizada de
forma mais eficaz. Em contra-partida, quando individuos sedentarios realizam
exercicio fisico agudamente produzem prejuizos em células, tecidos e sistemas, pois
quando nao ha treinamento gradual a agdo detoxificante do organismo € menos
efetiva'’®

A resposta organica bioquimica induzida pelo exercicio fisico é entdo (ao
menos em parte) determinada por enzimas antioxidantes®. Estes sistemas
intrinsecos tém sido mensurados em diversos estudos como indicadores de dano
oxidativo. A expressdo da SOD se comporta como dose dependente, ou seja,
quanto maior a intensidade do exercicio fisico maior sua concentracdo em tecido
muscular'’. Geralmente acompanhada da Mn SOD, e finalmente a atividade da
glutationa redutase que também aumenta apds exercicio aerobio diferente da CuZn
SOD que apresenta modestas variagdes durante o exercicio. As concentragdes da
CAT flutuam apresentando reagao por vezes inconsistente. A condi¢do do exercicio
fisico aerdbio, portanto € decisiva para pré-atividade destes sistemas a ponto de sua
pratica prevenir o estresse oxidativo até mesmo em situacdes patolégicas®’.

Apesar de nao ter sido avaliado neste estudo, ja esta bem estabelecido que a
realizacdo de exercicio regular aumenta as concentragées de BDNF encefalicas.
Neste sentido, € atribuido a este fator neurotréfico o papel de mediar os efeitos do
exercicio fisico na cognicdo em nivel molecular, principalmente no encéfalo adulto
onde ocorre o fenbmeno chamado de neurogénese hipocampal adulta em que estes
novos neurdnios sdo altamente responsivos ao exercicio fisico''®'"7. Além disso,
recentes estudos tém demonstrado direta relacdo do BDNF com estresse oxidativo
onde encontrou-se que concentragbes aumentadas de BDNF estdo relacionados
com a reducdo do dano oxidativo e aumento das enzimas antioxidantes''®. Assim,
sugere-se que os efeitos do exercicio fisico observados no presente estudo possam

ter sido mediados pelo aumento de BDNF induzido pelo protocolo de exercicio fisico
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realizado. No entanto, como ndo foi realizada a dosagem de BDNF nas estruturas
encefalicas analisadas, sugere-se para futuros estudos a mensurardo desta
neurotrofina afim de caracterizar outro mecanismo neurobiolégico do presente

protocolo.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo principal compreender o papel do
exercicio fisico aerdbio moderado considerando parametros indicadores de dano
oxidativo e testes comportamentais em um modelo animal de sepse induzido por
LPS. Através da realizacdo do protocolo de exercicio a memoria e o aprendizado
foram preservados sendo parcialmente justificados pelos resultados de analises
bioquimicas quando comparados aos animais nao-exercitados. Talvez a explicagao
da preservacao das habilidades comportamentais pela protecdo contra o dano
cognitivo a longo prazo n&o se restrinja somente aos efeitos do estresse oxidativo
verificados no tecido encefalico.

Sugere-se a partir desses resultados a realizagdo de novos estudos
utilizando o mesmo protocolo, mas avaliando outros parametros como por exemplo:
inflamatorios, neurogénicos, sinaptogénicos, angiogénicos, imunohistoquimicos,
morfolégicos e concentragdes de SOD e CAT. Com a finalidade de expandir o
conhecimento acerca das influéncias do exercicio sobre o SNC, verificando a agao
isolada e/ou conjunta dessas outras vias e cascatas acredita-se que se possa
compreender melhor a protegdo contra o dano cognitivo a longo prazo em estudo
experimental de sepse.
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