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RESUMO

A fadiga é uma sensagdo experimentada por alguma alteragdo fisioldgica e/ou patoldgica,
podendo ser aguda ou cronica, que ¢ influenciada por alteragdes tanto a nivel de sistema
nervoso central (SNC), quanto a nivel de sistema nervoso periférico (SNP). A fadiga, muitas
vezes, esta associada a encefalomielite autoimune, doen¢a de Parkinson, Alzheimer,
depressdo e fibromialgia. O Lipopolissacarideo, pode reproduzir um modelo de inflamagao e
auxiliar na investigacdo da fadiga decorrente destas patologias. O exercicio, praticado de
forma regular, leva a melhoras fisicas e mentais, melhorando a disposicao, qualidade de vida e
mostra ser um importante agente protetor no desenvolvimento de diferentes doencas
inflamatorias. Objetivo: Avaliar o potencial protetor do exercicio na fadiga aerébica e
anaerobica em camundongos tratados sistematicamente com lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia Coli. Métodos: Definimos 56 camundongos suicos, machos, adultos (8-10
semanas de idade) divididos em quatro grupos, sendo sedentarios (SED) ou exercicio (EXE),
solucdo salina (SAL) ou solugdo lipopolissacarideo (LPS) (E. Coli, 0.33mg/kg 1i.p)
sistemicamente. Os animais correram em roda de corrida voluntaria disponivel durante 6
semanas. Apos este periodo, realizaram teste incremental maximo em esteira metabodlica para
analise da poténcia de corrida, consumo de oxigénio (VO2) e taxa de troca respiratoria (RER),
ou teste de forca maximo (analise de pico de for¢a e tempo de preensao), depois de 4 horas da
administracdo de LPS. Resultados: Os resultados mostram que a cinética de oxigénio foi
prejudicada pelo tratamento com LPS. No entanto, animais treinados obtiveram um V O,max
superior, assim como o aumento significativo da poténcia. O exercicio aumentou a forca
maxima dos animais treinados e o tempo de preensdo. Conclusio: O exercicio aerdbico de 6

semanas, mostrou potencial protetor na fadiga aerdbica e anaerdbica em animais tratados com

LPS através do aumento do consumo de VO2max, poténcia e forga muscular.

Palavras-chaves: fadiga; lipopolissacarideo; exercicio; aerdbico; anaerobico.



ABSTRACT

Fatigue is a sensation experienced by some physiological and/or pathological change, which
can be acute or chronic, which is influenced by changes in both the central nervous system
(CNS) and the peripheral nervous system (NPS). Exercise, practiced regularly, leads to
physical and mental improvements, improving disposition, quality of life and shows to be an
important protective agent in the development of different diseases. Objective: To evaluate
the protective potential of exercise in aerobic and anaerobic fatigue in mice treated
systematically with LPS E. coli. Methods: We defined 56 Swiss mice, males, adults (8-10
weeks of age) were divided into sedentary (SED) and exercise (EXE), saline solution (SAL)
and lipopolysaccharide solution (E. coli, 0.33mg/kg i.p). The animals ran on a voluntary
running wheel for 6 weeks. After this period, they performed maximum incremental test on
metabolic treadmill for analysis of running power, oxygen consumption (O2) and respiratory
exchange rate (RER), or maximum strength test (peak strength analysis and hold time)after 4
hours of LPS administration. Results: The results show that oxygen kinetics was impaired by
treatment with LPS. However, trained animals obtained a higher O2max, as well as a
significant increase in potency. The exercise increased the maximum strength of the trained
animals and the hold time. Conclusion: The aerobic exercise of 6 weeks, showed protective
potential in aerobic and anaerobic fatigue in animals treated with LPS through increased

consumption of O2max, power and muscle strength.

Keywords: fatigue; lipopolysaccharide; exercise; aerobic; anaerobic.
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1. INTRODUCAO

Vamos entender a fadiga e suas diferencas, definindo os tipo de fadiga e as alteragdes
fisiologicas e/ou patoldgicas envolvidas nesses processos. Além disso, vamos abordar uma
breve introdugao sobre o exercicio fisico e seus beneficios, pontos importantes sobre o papel
do exercicio fisico prévio na inflamagdo sistémica e como isso, afeta a fadiga aerobica e
anaerdbica. Neste caso, também vamos discutir e entender o que ¢ o lipopolissacarideo (LPS)

e revisar seu mecanismo inflamatorio.

1.1 O EXERCICIO FiSICO E OS SEUS BENEFICIOS

O exercicio fisico ¢ amplamente realizado por todo o mundo. A pratica de forma
constante, leva a melhoras fisicas e mentais, melhorando a disposi¢ao e a qualidade de vida
(BERGER & MCINMAN, 1993). E relatado como um agente protetor no desenvolvimento
de diferentes doengas (LUAN et al., 2019; LIU, 2020; ZHENG; ZHAO; LIU, 2020). A “dose”
ideal ¢ relativa de acordo com a condi¢do de cada individuo. A OMS, durante a pandemia do
COVID-19, definiu novas recomendagdes sobre a pratica de exercicio fisico, que ¢ definido
como a pratica de um exercicio com duragdo, intensidade e frequéncia determinados, sendo
recomendado atividade aerdbica de moderada a intensa durante 150-300 minutos por semana
para adultos, e entre 60 minutos para criangas e adolescentes. Além disso, o exercicio fisico
deve ser complementado com as tarefas rotineiras, que sao as atividades fisicas, mantendo a
jardinagem, lazer, atividades de limpeza da casa, caminhadas até um estabelecimento, jogos e
esportes, ndo possui frequéncia, duracdo ou intensidade estabelecidas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O exercicio aerobico apresenta diferentes beneficios, como melhora o consumo de
oxigénio, diminui as espécies reativas de oxigénio, melhora a fragdo de ejeg¢do e possui efeito
antiinflamatério (reduzindo citocinas). Além disso, o exercicio ajuda na captacdo de glicose
pelo aumento da sensibilidade a insulina, efeitos positivos no controle da pressao arterial,
reducdo nas concentracdes plasmaticas de LDL-C e triglicerideos (TG) (GREEN et al., 2020;
ABDELBASSET et al., 2020; MUSCELLA; STEFANO; MARSIGLIANTE, 2020). Sua
pratica regular, mostra diminui¢do da dispneia, fadiga, dor, melhora disposi¢do para as
atividades fisicas, melhora da qualidade de vida, ajuda na socializa¢ao, aumento da disposi¢ao

para o trabalho, melhora da qualidade do sono, redu¢dao da ansiedade e beneficios



antidepressivos (MARTINSEN et al., 1990; DRIVER & TAYLOR, 2000; BINDER et al.,
2004; MACHADO; CORREA; RABAHI, 2019).

O exercicio fisico mostra efeitos protetores no SNC. A pratica regular de atividade
fisica mostra ser benéfica na prevencao de diferentes doengas, como Encefalomielite
Autoimune, Alzehimer, Parkinson, Depressao e Ansiedade (KIM & SUNG, 2017; RIZZO et
al. 2021; ZHENG; ZHAO; LIU, 2020; AGUIAR et al. 2014). Em modelo animal de
encefalomielite autoimune, com treinamento de for¢a por 4 semanas, durante 5 dias na
semana, mostrou uma reducao de sinais clinicos da encefalomielite, reducao de citocinas pro-
inflamatorias, como interferon (IFN)-y, interleucina (IL)-17 e IL-1pB, além da redugdo do
estresse oxidativo (SOUZA et al., 2017). De forma prévia e regular, o exercicio fisico mostra
ainda aumentar BDNF no cérebro e na medula espinhal em camundongos com AEA, levando
como consequéncia uma menor desmieliniza¢do de neurdnios (BERNARDES et al., 2013). O
exercicio regular em esteira e natagcdo, acarreta como resultado, uma maior biodiversidade da
microbiota intestinal, levando a um aumento protetor da barreira intestino-cérebro pelo
reequilibrio de lactobacilos, que dificulta a inflamacao induzida por LPS ao comprometer seu
deslocamento (DING & DU et al., 2022; YUAN et al., 2022).

Na doenca alzheimer o exercicio em esteira durante 5 semanas, 30 minutos por dia,
com 60% a 70% do V02 max, mostrou melhora em animais inflamados através da reducio
dos niveis da proteina B-amiloide (AP1-40 e AP1-42) soluvel e aumento do metabolismo
lipidico, apds 24 horas da administragdo de LPS, sugerindo um efeito neuroprotetor no
desenvolvimento da doenca de alzheimer (ZHENG; ZHAO; LIU, 2020). Na doenca de
parkinson, 10 semanas de exercicio fisico, mostram melhora dos défictes motores induzidos
pela levodopa e preservacdo de neuronios na substancia nigra (TSAI et al., 2019). Aguiar e
colaboradores, evidenciaram que o exercicio voluntario de 6 semanas, proporciona melhora
na atividade mitocondrial ¢ na neuroplasticidade, mostrando ser um potente ansiolitico e
interferindo de forma positiva na neurotransmissao de monoaminas (AGUIAR et al. 2014).
Além disso, o exercicio de corrida durante 6 semanas, 20 minutos por dia, em modelo de
depressdo, mostra redugdo de fatores inflamatérios no hipocampo e inibigdo da ativacao

microglial (XIAO et al., 2014).

1.2 FADIGA

A fadiga ¢ uma sensacdo experimentada por alguma alteragdo fisioldogica e/ou

patologica, podendo ser aguda ou cronica, que ¢ influenciada por alteracdes tanto a nivel de



sistema nervoso central (SNC), quanto a nivel de sistema nervoso periférico (SNP). A fadiga
¢ acompanhada por uma sensac¢do de cansacgo, que leva a uma reducdo de desempenho da
atividade realizada e declinio da motivacdo, e pode ser classificada ainda, como fadiga fisica
e/ou mental (CHAUDHURI; BEHAN et al., 2004). A fadiga pode ser medida através da
fatigabilidade, que ¢ descrita como mudancas objetivas no desempenho (CHAUDHURI;
BEHAN et al., 2000; STRAWBRIDGE et al., 2019).

Quando a fadiga fisica ¢/ ou mental, perdura por 6 meses ou mais, atinge um
comprometimento cronico e de dificil tratamento, a sindrome da fadiga cronica (FUKUDA et
al., 1994). A fadiga cronica, ¢ definida como uma fadiga que ndo melhora com repouso,
agravada por atividade fisica ou cognitiva, possui causa multifatorial, sendo que a infec¢ao
viral e doencgas neurologicas, sdo as causas mais comuns, levando a consequéncias que podem
perdurar por meses e até¢ anos (HUANG et al., 2020; LAM et al., 2009; CAMPOS et al.,
2022).

Com intuito de compreender melhor a fadiga, vamos aprofundar nosso conhecimento

nos tipos de fadiga e discutir, principalmente, sobre a fadiga fisica aerdbica e anaerdbica.

1.2.1 Fadiga mental

A fadiga mental ocorre apds uma unica tarefa cognitiva prolongada ou um conjunto de
tarefas, que leva a uma sensagdo de cansago, exaustao e diminuicdo da motivacdo, ou seja,
aumenta a nossa percepcdo de esforco. A fadiga mental, é referida como “cansago” e
influencia diretamente na aten¢do e planejamento, alterando a concentra¢do, memoria e a
aten¢do, que leva a um comprometimento de tarefa cognitiva, comportamental e fisica
(CHAUDHURI; BEHAN et al., 2004). Muitas vezes, a fadiga estd associada a doengas
neuroldgicas, distirbios psiquiatricos, doengas reumaticas e infecciosas (AGUIAR et al., 2009;
CHAUDHURI; BEHAN et al., 2000; DELUCA et al.,, 2008; CAMPOS et al., 2022).
Atualmente, a fadiga mental mostra ser um importante problema epidemioldgico, devido a
cargas de trabalho e estudos extenuantes, gerando uma menor produtividade dos trabalhadores
e também de estudantes (AKERSTEDT et al., 2004; QI et al., 2019). A fadiga mental ¢ um
estado psicobioldgico, mas pouco se sabe sobre o seus mecanismos. Alguns possiveis
mecanismo da fadiga mental em doengas neurologicas e psiquicas vem sendo estudados.
Evidéncias mostram niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 ¢ TNF-a,
e também, disfun¢do de neurotransmissores (DEMITRACK et al., 1992; PENNER; PAUL,
2017; DAVIES & DURES, 2021).



As monoaminas, estdo intrinsecamente ligadas ao controle do sistema imunoldgico ao
interagir com células do sistema imune inato e adaptativo (CARANDINI et al., 2021). Além
disso, sdo parte importante da motivacdo, atencdo e humor, controlados pelos nucleos
monoaminérgicos do tronco cerebral no SNC, que quando comprometidos, pode alterar a
liberagdo de neurotransmissores (COOLS & ARNSTEN et al., 2022). Estudos mostram, que o
acimulo de adenosina devido ao aumento da atividade neural, suprime a transmissao
excitatoria durante uma atividade prolongada e que a deplecdo de catecolaminas, prejudica a
memoria e atenc¢do, supondo que este prejuizo leve a fadiga mental (MARTIN et al., 2018;
ALVES et al., 2019; CROXSON; KYRIAZIS; BAXTER, 2011; CARANDINI et al., 2021).

Em humanos, para avaliar de forma subjetiva a fadiga mental, podemos utilizar a
escala analodgica visual (EVA) e a escala de severidade de fadiga (DITTNER; WESSELY;
BROWN, 2004; PENNER & PAUL 2017). Outras escalas, avaliam diferentes aspectos e
possiveis fatores desencadeantes da fadiga, como Inventario multidimencional de fadiga (mais
abrangente) e escalas mais especificas para determinada condi¢do, como escala de fadiga de
piper (para pacientes com cancer). Como foco na avaliagdo cognitiva pode-se utilizar o Mini
exame do Estado Mental e Avaliacdo cognitiva de Montreal (MoCA) (DITTNER; WESSELY;
BROWN, 2004; PENNER & PAUL, 2017). Alguns estudo, mostram resultados de
eletroencefalografia, resonancia magnética funcional e rastreamento ocular (QI et al., 2019;
TSENG et al., 2021).

Em modelo animal, a avaliacdo da fadiga mental pode ser feita através de testes
especificos, como: teste de reconhecimento social, teste de reconhecimento de objetos,
labirinto de barnnes, labirinto aquatico de Morris, entre outros. Pode-se ainda, avaliar a
coordenacao motora pelo teste de rota-rod e testes fisicos (corrida, natagdo) para mensuracao
da capacidade fisica, afim de identificar o impacto da fadiga mental na capacidade fisica,
além de analises bioquimicas (DOUGHERTY et al., 2019; WU et al., 2007; AGUIAR et al.,
2009).

1.2.2 Fadiga fisica

A fadiga fisica ¢ definida como um declinio da for¢a maxima muscular, induzida pelo
exercicio. A fadiga fisica estd diretamente relacionada a diferentes mecanismos, a nivel
central e a nivel periférico. A nivel central, a fadiga fisica ocorre devido a uma falha do

mecanismo neuromotor ¢ diminui¢do dos potencias de acdo das unidades motoras, devido ao



declinio de atividade do cértex motor e neurénio motor (BOYAS & GUEVEL, 2011). A
fadiga periférica, esta diretamente ligada a falha na regeneracdo da moeda energética (ATP),
prejuizo nas bombas de Ca+, esgotamento das reservas de glicogénio, aumento das
concentragdes de lactato e diversas alteragdes que levam a um prejuizo de desempenho, que
apds o periodo de descanso, mostra um retorno do homeostatico (MORITZ et al., 2017;
HARGREAVES et al., 2020). A fadiga fisica, pode ser ainda dividida em fadiga aerdbica e
anaerdbica.

Na literatura, os receptores adenosinérgicos tém demonstrado importante correlacio
com a fadiga fisica (GRAHAM et al., 1995; DAVIS et al., 2003; CLAGHORN et al., 2017).
Em 2001, Ongine e colaboradores, mostraram uma comparagao das diferentes afinidades dos
antagonistas canfeina, SCH 58261 ¢ KW2000 pelo receptor A2A, que vém sendo estudado
amplamente para o tratamento de doencas neurologicas, depressdo, ansiedade, obesidade e
aumento da resisténcia ao exercicio (ONGINI et al., 2001). Outro estudo, utilizando
camundongos transgénicos com delecdo seletiva do A 2A R, mostrou que os receptores
adenosinérgicos A1A e A2A, estdo intrinsecamente ligados a diminui¢do da fadiga durante o
exercicio fisico em teste incremental maximo em esteira, através do antagonismo destes
receptores, mostrando ser um importante alvo para a terapéutica (AGUIAR et al., 2020).

A fadiga fisica também pode ser avaliada por escalas, como escala de Borg. Além
disso, testes como caminhada de 6 minutos e Shuttle Walk Test, sao comumente utilizados
para estimar a capacidade do individuo (BROWN; WISE, 2007). Nos testes
ergoespirométricos, a analise ¢ feita de forma quantitativa, através de equipamentos
metabolicos que analisam o consumo de oxigénio durante o exercicio. Em humanos, assim
como em modelo animal, os testes incrementais tanto de velocidade quanto de inclinagdo com
analise de gases, identificam a intensidade do exercicio (por meio do V O2max) e sio
considerados padrdo ouro para analise da aptiddo cardiorespiratoria (LOLLGEN & LEYK et
al., 2018; AGUIAR et al., 2020).

1.2.2.1 Fadiga ao exercicio anaerobico

O exercicio fisico de curta duragdo e alta intensidade, utiliza do sistema ATP/PCR
para producdo de energia, como em corridas curtas, levantamento de peso e natagdo em
poucos metros, sendo a nossa fonte de energia imediata (EGAN; HAWLEY; ZIERATH, 2016)
O exercicio de forma regular, faz com que ocorra um aumento da capacidade dessa energia

quase instantdnea. Quando este mecanismo entra em fadiga, ocorre a perda da poténcia



maxima, que consiste na falha do mecanismo em fornecer energia (MCARDLE et al., 2019).
Ao realizar o exercicio por mais tempo ¢ com menor intensidade, utilizamos da glicolise
anaerobica predominantemente, que através de um processo ndo oxidativo, leva a produgao
de energia para atividades até 90s. A glicolise anaerdbica, possui a capacidade de gerar ATP
de forma rapida, através de 10 reagdes quimicas, ocorre em células que nao apresentam
quantidade suficiente de oxigénio (EGAN; HAWLEY; ZIERATH, 2016; MELKONIAN;
SCHUR, 2019).

A glicdlise anaerdbica utiliza como substrato o glicogénio, armazenado no figado,
musculos e a glicose livre, captada por receptores GLUT4, que dependem da ac¢do da insulina
para realizar essa captagdo. Como produto final dessa cascata de reagdes, temos a formacao
de um composto, chamado de piruvato, que pode ser convertido a alanina, oxalacetato,
acedtil-coA e lactato (MCARDLE et al., 2019). As fibras musculares da via glicolitica
aerébica, utilizam predominantemente, fibras musculares rapidas, que possuem menos
mitocondrias, produzem menos ATPs e mais acido latico (BROOKS et al., 2020). Apesar da
via glicolitica anaerobica ser importante no inicio de produgdo de energia, ela ndo gera ATP
suficiente para realizar uma mesma atividade por muito tempo, levando a uma fadiga
anaerdbica e consequente perda de forga e poténcia (BOYAS & GUEVEL, 2011).

A fadiga anerobica, estd diretamente ligada ao acido latico, que em meio aquoso, se
dissocia em C3H503 e H+, levando a uma acidose metabolica. A acidose pode levar a fadiga
neuromuscular, fadiga pela alteracdo da condutancia de célcio e fadiga pela estimulacdo de
fibras nervosas (CAIRNS, 2006; BOYAS & GUEVEL, 2011). Em meio aquoso, o acido se
dissocia em lactato e hidrogénio, que por sua vez, gera uma acidose metabolica, levando a
uma menor atividade da fosfofrutocinase (PFK). O H+ também pode causar interferéncia na
fenda sindptica, dificultando a ligagdo da acetilcolina liberada durante o exercicio, em seu
respectivo receptor, levando a uma alteracdo de desempenho, gerando uma fadiga
neuromuscular (SUNDBERG & FITTS, 2019; BROOKS et al., 2020).

A fadiga pode ser ocasionada pela alteracdo da condutancia de calcio, ocorre pela
interferéncia do H+ na ligacdo de Ca+ com a troponina, além de inibir a ressintese de ATP e
prejudicar a bomba Ca+2ATPase, que depende de ATP para levar o Ca+ de volta ao reticulo
sarcoplasmatico, com isso, hd um prejuizo da contrag@o e do relaxamento muscular . Por fim,
os ions de hidrogénio estimulam as fibras tipo C, levando a dor em queimagdo. Esses
mecanismos, devido a falha do mecanismo anaerdbico, levam a perda de forca e poténcia
muscular (HULTMAN; SPRIET; SODERLUND, 1986; SUNDBERG & FITTS, 2019). A

fadiga anaerdbica consiste no acimulo de lactato e declinio da poténcia mecanica, que ¢ a



capacidade de deslizamento entre actina e miosina por meio do gasto de ATP fornecido pela

via.

1.2.2.2 Fadiga ao exercicio aerdbico

A glicdlise anaerdbica ndo consegue promover, sozinha, energia para sustentar um
exercicio por um longo tempo. Devido a isso, nosso corpo utiliza outros mecanismos para
continuar a producdo de energia necessaria. Algumas moléculas de piruvato do citoplasma da
célula, sdo captados nas membranas das mitocondrias e reagem com o oxalacetato (formando
o citrato), dando inicio ao ciclo do &cido citrico (cilclo de krebs) (MCARDLE et al., 2019).
No ciclo de Krebs, vamos ter a formacdo de NADH e¢ FADH, que possuem potencial
eletroquimico, sendo oxidados na cadeia transportadora de elétrons, gerando como saldo a
formacdo de ATPs (MELKONIAN & SCHURY, 2019; EGAN; HAWLEY; ZIERATH, 2016).
A cadeia transportadora de elétrons ao realizar o processo de passagem das moléculas pelos
citocromos, pode gerar atdbmos reativos, denominados de radicais livres (ROS). Estes, podem
interagir com outras moléculas e gerar um prejuizo metabolico, contribuindo para o processo
de fadiga (LIU; FISKUM; SCHUBERT, 2002; ZHANG & GAO, 2021).

O V02max, ¢ identificado como o maior volume de oxigénio consumido dentro da
atividade realizada e seu valor estd diretamente relacionada a ressintese de ATP. Exercicios
de maior duracdo e intensidade, necessitam de um consumo maior de oxigénio. Isso ocorre,
para que O2 seja transportado e utilizado no processo de reacdes que transformam substratos
em energia (BOSQUET; LEGER; LEGROS, 2002; ZHANG & GAO, 2021 ). Quando o
gasto energético do exercicio, em exercicios maximos, demanda mais consumo de oxigénio
do que o VO2max do individuo, ocorre um déficit de O2 e chega a exaustio (BOSQUET;
LEGER; LEGROS, 2002; AGUIAR et al., 2020, 2021). Junto ao aumento do consumo de
oxigénio, temos o aumento da formagdo de lactato, que estd diretamente ligada a
NAD/NADH. O lactato ¢ produzido em grande quantidade em exercicio de alta intensidade,
também pode ser utilizado para gerar energia (ciclo de core). No entanto, ao atingir seu limiar
anaerobico temos o seu acimulo, quando a producdo excede a sua oxidagdo (VOLTARELLI,
GOBATTO; DE MELLO, 2022; SHI et al., 2020).

No exercicio fisico aerdbico extenuante, temos uma hiperventilagdo, com o intuito de
remover o dioxido de carbono, gerando uma relagao maior de diéxido de carbono expirado do
que oxigénio consumido pelos pulmdes. A fadiga aerdbica, também esta diretamente ligada a

esta razdo de troca respiratoria (RER), que compreende a troca VCO2/V 02, atingindo niveis



superiores a 1,00 RER. Em humanos saudaveis, o RER ¢ um indice que mostra de forma
indireta, a capacidade oxidativa do musculo através dos carboidratos (GOEDECKE et al.,
2000; AGUIAR et al., 2020,2021). Além disso, a poténcia no exercicio aerdbico extenuante
diminui quando as reservas de glicogénio acabam, devido a deplegdo do glicogénio hepético e
muscular e da liberacdo lenta de energia pelas gorduras. No entanto, o treino aerdbico
constante, faz com que ocorra um aumento da oxidagdo de acidos graxos e o glicogénio seja
preservado por mais tempo (BALTGALVIS et al., 2012; GOEDECKE et al., 2000; GREEN
et al., 2020). A poténcia pode ser calculada pela conversao padrao do trabalho vertical, massa

corporal e velocidade de corrida (AGUIAR et al., 2020,2021)

1.3 ORIGEM DO LIPOPOLISSACARIDEO

Por natureza, a Escherichia Coli (E. Coli) esta presente em nossos organismos, mais
especificamente, no célon do nosso trato gastrointestinal. Sua colonizagdo comeca nas nossas
primeiras horas de vida e entdo, passa a habitar nosso organismo com harmonia, em
individuos saudaveis, que raramente leva a algum caso infeccioso (ESCHERICH, 1988;
DRASAR et al. 1974; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Em alguns casos, como em
individuos imunocomprometidos, a bactéria pode levar a infecgdes mais graves devido a
ruptura de barreiras gastrointestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MAGNASCO et
al., 2021). Descoberta em 1884 como Bacterium Coli Commune, a E. Coli se tornou uma das
bactérias mais utilizadas nos campos de pesquisa, visto a sua facilidade de manipulagdo,
rapidez de crescimento, variedade de Cepas e também, o seu vasto potencial em mimetizar
modelos patogénicos (ESCHERICH, 1988; CLERMONT et al.,, 2013; CHAUDHURI;
HENDERSON 2012).

A E.Coli ¢ uma bactéria gram negativa que expressa diferentes determinantes de
viruléncias. Ela e outras bactérias popularmente conhecidas, como a Salmonella e klebsiella
pneumoniae, pertencem ao grupo de enterobacteriaceae. A Escherichia Coli possui diferentes
Cepas patogénicas que podem ser divididas em dois grandes grupos, as infecgdes
gastrointestinais e extraintestinais, podendo ainda ser dividida mais detalhadamente, em
diferentes filogrupos: A, B1, B2, C, D, E, F, G (CLERMONT et al., 2013; CHAUDHURI;
HENDERSON 2012; JOHNSON; RUSSO, 2002). Em sua popularidade, esta bactéria ¢
conhecida por gerar diversos tipos de patogéneses no meio gastrointestinal (NATARO, 1998;

BALDELLL, et al., 2021). Além disso, a colonizagdo de bactérias gram negativas em outros



sistemas, mostra um crescente problema epidemioldgico por estar associada a sepse/meningite
e infec¢des no trato urindrio (JOHNSON; RUSSO, 2002; MAZZARIOL; BAZAJ;
CORNAGLIA, 2017)

As bactérias Gram-negativas, apresentam uma membrana externa € uma membrana
interna, sendo uma responsavel por circundar o citoplasma e outra que separa o ambiente-
cé¢lula (NUCCI; ROCHA; RENDUELES, 2022). Essas bactérias apresentam em sua parede
celular fatores de viruléncia, como a céapsula externa, fimbrias, proteinas de membrana
externa e de superficie e o LPS (LUDERITZ et al., 1971; NUCC; ROCHA; RENDUELES,
2022). Estes levam a capacidade de gerar dano celular, aumento da permeabilidade
microvascular e consequentemente migracdo de neutrdfilos e outras células inflamatorias,
gerando uma resposta imunologica (SIMPSON; TRENT, 2019) . De acordo com o fator de
viruléncia escolhido para o nosso trabalho para o modelo de inflamagdo, vamos agora

entender melhor sobre o LPS e seu mecanismo de agao.

Figura 1. Imagem ilustrativa de uma bactéria gram-negativa e a localizagdo do
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Figura 1. As bactérias gram negativas, apresentam em sua estrutura o LPS, sendo este um fator de viruléncia
capaz de gerar dano celular. Na ilustragdo, podemos observar ainda a capsula interna e externa, fimbrias e

componentes internos. Fonte: autora, produzido via Biorender (2023).

1.3.1 O Lipopolissacarideo e o seu mecanismo de acio

O LPS um lipopolissacarideo presente na membrana da célula bacteriana, no folheto
externo da membrana externa, sendo composto por trés componentes: lipideo A, antigeno O e
um nucleo polissacarideo (LUDERITZ et al., 1971). Apesar do LPS ter uma estrutura bem
delimitada, sabe-se que hd variacdes em nivel espécie e estirpe. Sendo um dos grandes

responsdveis por desencadear dano e por estar presente em diferentes patdgenos, o LPS ¢
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definido como um padrdo molecular associado a patéogenos (PAMP) e ¢ reconhecido como
uma endotoxina pelo organismo humano (HEINE; RIETSCHEL; ULMER, 2001; SIMPSON;
TRENT, 2019). O LPS possui por fun¢do a prote¢ao desta bactéria, como uma barreira contra
agentes danosos, tendo o lipidio A como um importante fator contra peptideos
antimicrobianos e antibidticos, fazendo com que ele seja mutdvel pelas bactérias gram-
negativas, a fim de manter a sua sobrevivéncia (LUDERITZ; GALANOS; RIETSCHE, 1981;
IMOTO et al., 1987; KAWAHARA et al.,2021 ).

Figura 2. Lipopolissacarideo
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Figura 2. Na figura ¢ visto o LPS e sua estrutura ¢

composto por um componente lipidico A anfipatico e
polissacarideos hidrofilicos do nticleo e antigeno O, sendo
que o lipidio A ¢é o principal indutor de respostas
imunolégicas. Fonte da foto microscopica: Google imagens.

Criado pela autora via biorender (2023).

Visto que algumas bactérias colonizam naturalmente nosso organismo, para manter o
equilibrio homeostatico em funcdes fisioldgicas normais, existe um ajuste fino dos
mecanismos de neutralizacdo, a fim de ndo permitir uma condi¢do imunologica exacerbada
(KUMAR et al., 2020; PEREZ-HERNANDEZ et al., 2021). Como visto anteriormente, a
nivel celular, o LPS atua como um PAMP, gerando uma resposta inflamatoria em cascata.
Como um dos principais meios de desencadear resposta a este antigeno, temos o agonismo do
receptor toll like-4 (TLR4) (SHIMAZU et al., 1999; SIMPSON; TRENT, 2019). As células
imunoldgicas como macrofagos, monocitos, células dendriticas e neutréfilos, apresentam este

receptor em sua superficie celular e sua ativacdo leva a uma cascata de sinalizagdo pelo
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complexo TLR4, gerando uma resposta imune inata (SHIMAZU et al., 1999; PARK et al.,
2009). A sinalizagdo dessa cascata depende da atuagdo de algumas proteinas, como a
apresentadora de LPS e CD14 (ANDRA et al., 2010; TAN; KAGAN 2014).

Para que ocorra a ativacdo do TLR4, o LPS ¢ carregado por uma proteina
transportadora (LBP) que leva-o até a proteina CD14, que possui como principal funcdo, a
apresentacdo do LPS para outras proteinas. Este por sua vez, apresenta o antigeno para o
complexo TLR4-MD2 (figura 3), passando por um processo de dimerizagdo (ANDRA et al.,
2010; TAN, KAGAN 2014). A dimerizacdo do complexo TLR4-MD2 leva a endocitose, que
por sua vez pode levar a ativagdo de outra via (TRIF/IRF3) e aumento da resposta
inflamatoria, sendo esta uma via independente de MyD88 (MAZGAEEN; GURUNG 2019).
A dimerizagdo também leva a uma formagao de um sitio de ligagdo para MyD88, ocasionando
na ativacdo do fator de transcricdo-B e de proteina quinase ativada por mitdogeno (MAPK)
levando a transcrigdo de varias proteinas pro-inflamatorias como interleucina-6 (IL-6),

interleucina beta (IL-b) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (YAMAMOTO et al., 2003).

Figura 3. Mecanismo de agao TLR4-LPS
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Figura 4. O LPS ¢ levado pela proteina LBP até o CD14, que apresenta o antigeno para o TLR4. A ligagdo de

MYDS8S, leva a ativacdo da cascata de sinalizagdo por NF-kB e MAPK, levando a liberacdo de citocinas pro-
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inflamatorias. O complexo TLR4-MD2, pode ainda passar por um processo de endocitose, ativando a sinalizagdo
de outra via e aumentando ainda mais a produgdo de citocinas pro-inflmatorias. LPS- lipopolissacarideo. LBP-
proteina de ligacdo ao LPS. CD14- agrupamento de difenciacdo 14. MY88- Adaptador de transducdo de sinal
imunolégico inato. NF-kf- fator de transcricdo fator nuclear kappa . MAPK - proteina quinase ativada por

mitégeno

Os receptores TLRS, também sdo expressos em células gliais, que sdo necessarias
para nutrigdo e protecdo dos neurdnios (figura 4-A), que constantemente monitoram o
ambiente (RAHIMIFARD et al., 2017). Em doencas neuroldgicas, como doencas
neurodegenerativas, o papel das células glias ¢ invertido e a microglia passa a gera dano
através da liberagdo de fatores citototoxicos, como 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2
(PGE2), interleucina 1 B (IL- 1 B ) e peroxidos (FRANK-CANNON et al., 2009), pode ainda
levar a ativacdo excessiva de canais ionicos ¢ modular a liberacdo de neurotransmissores
(HANISCH & KETTENMANN et al, 2007). Sua ativacdo em excesso leva a uma
neurotoxicidade e pode ocasionar a morte de neurdnios, levando assim, a um prejuizo

cognitivo e motor (figura 4-B) (HOOGLAND et al., 2015).

Figura 4. Mudanga de estado de atividade da migroglia
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Figura 3. Em equilibrio homeostatico, as células gliais ficam em estado de vigilancia, fisiologicamente
adequado (A). Apés um desequilibrio, como invasdo do LPS detectada pelas células imunologicas, a microglia

muda a sua atividade para um estado reativo. De forma transitoria, essas alteragdes sdo controladas e o equilibrio
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homeostatico reestabelecido. No entanto, de forma exacerbada e continua, pode levar ao comprometimento das

células gliais e dos neurdnios (B). Adaptado de HANISCH & KETTENMANN, 2007.

Além disso, LPS também pode ser reconhecido por canais de potencial receptor
transitorio, presentes em neurdnios sensoriais ¢ também células epiteliais (LIU et al., 2020).
Em neurdnios, a ativa¢do do receptor TRPVALI leva a um aumento de calcio intracelular que
consequentemente dispara o potencial de acdo gerando a libera¢do de peptideos. Em via aérea,
ele atua no receptor TRPV4, e aqui, aumenta a produgdo de 6xido nitrico com o intuito de
eliminar o hospedeiro (MESEGUER et al., 2014; MAZGAEEN; GURUNG 2019; WANG et
al., 2019).

1.3.2 Modelos de inflamacao por LPS

De forma sistémica, o LPS gera um comportamento tipo doentio, caracterizado por um
conjunto de alteragdes comportamentais que decorrem da ativacdo imunoldgica inata e
liberagdo de citocinas inflamatorias, podendo levar o animal a perda de peso, anedonia,
inibicdo de comportamentos habituais, ansiedade, alteracdes cognitivas, além de fadiga e
hiperealgesia (DANTZER, 2001; SENS et al., 2017). Segundo a literatura, camundongos e
ratos, administrados com LPS via intraperitoneal, de forma aguda ou cronica (WILLARD,
HAUSS-WEGRZYNIAK; WENK, 1999; ZHAO et al., 2020), tendem a alcangar um estado
inflamatorio nas primeiras horas ap6s a administracdo do LPS, levando a um estado doentio
do animal (VALLES et al., 2002).

Uma unica inje¢do de LPS via intraperitoneal, leva a uma cascata de citocinas
inflamatorias, como visto anteriormente na abordagem do mecanismo de acdo do LPS
(SIMPSON; TRENT, 2019), mostrando evidencias de alteracdo do estado imunologico apds
2 horas. Apo6s 4 horas da administracao via i.p de LPS, temos aumento significativo de IL-
Ibeta, IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, GSH-t (GODBOUT et al., 2005; HENRY et al., 2008). As
doses de administragdo, também sdo variadas 100 pg/kg, 0,33 mg/kg, 250 pg/kg/ip. Estudos
utilizando baixa dose, 100 (ng/kg), mostram que o LPS ¢ capaz de produzir uma inflamagao
sistémica leve ( ABDEL-SALAM et al., 2012), podendo levar a um prejuizo na consolidagdo
de memoria em camundongos apds 4 horas (SKELLY et al., 2019; ZHAO et al., 2019).

Com uma tnica injecao de LPS 0,33 mg/kg, ip, ja € visto um prejuizo fisico,

comprometimento do metabolismo da dopamina no estriado e diminui¢do de tolerancia a
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glicose (DE BEM ALVES et al. ,2021). Além disso, a dose de 0.33mg/kg, mostra um efeito
de elevacdo de até 100 vezes, quando comparado ao controle, dos niveis de IL-1p no cérebro,
mostrando ainda um prejuizo na aptidao fisica dos animais em teste incremental maximo em
esteira (DA LUZ SCHEFFER et al., 2019). Nessa dosagem, os camundongos mostram uma
melhora dos sinais inflamatorios apos 24 horas da administragao.

Em 2019, Badshah e colaboradores, demonstraram que a administragdo de LPS via
intraperitoneal 250 pg/kg/ip, durante duas semanas em dias alternados, ocasionou um
aumento de espécies reativas de oxigénio, reducdo de expressdo de marcadores sinapticos,
eritrdide-2 (Nrf2) e da enzima hemeoxigenase 1 (HO-1), além do aumento do regulador de
apoptose (Bax) e caspase-3 clivada, gerando estresse oxidativo e a neuroinflamacdo. Em
modelos de sepse, a infec¢do sistémica com alta dosagem LPS (10 mg/kg), possui o intuito
de gerar uma resposta mais exacerbada e com um alto comprometimento fisiologico sist€émico

(BANG et al., 2021; SALMANI et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

A fadiga ¢ uma sensacdo experimentada por alguma alteragdo fisioldogica e/ou
patologica, podendo ser aguda ou cronica, que ¢ influenciada por alteracdes tanto a nivel de
sistema nervoso central (SNC), quanto a nivel de sistema nervoso periférico (SNP). O
exercicio, praticado de forma regular, leva a melhoras fisicas e mentais, melhora da
disposi¢do, qualidade de vida e mostra ser um importante agente protetor em diferentes
patologias. A carga inflamatdria, envolvida no processo fisiopatologico de diferentes doengas,
leva a consequéncias no desempenho fisico e mental, sendo a fadiga uma das principais
queixas. Diante dos beneficios do exercicio, ndo temos estabelecido na literatura, dados
consistentes, quanto a alteragdes nos indices de fadiga aerdbicos e anaerdbicos que o
exercicio pode proporcionar e o quanto estes indices de fadiga, podem ser influenciar na

manifestacdo do processo inflamatorio sistémico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial protetor do exercicio na fadiga de camundongos tratados

sistematicamente com LPS E. Coli.

3.2 Objetivo especifico

1. Investigar os efeitos do exercicio de roda de corrida voluntaria nos indices fisiologicos de
desempenho aerébico (W, V 02, RER, lactato), em modelo de LPS, através do teste
ergoespirométrico em esteira metabolica.

2. Investigar os efeitos do exercicio de roda de corrida nos indices de desempenho anaerdbico

(forga muscular), em modelo de LPS, através do pico de forca relativo e tempo de preensao.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Definimos 56 camundongos sui¢os, machos, adultos (8-10 semanas de idade, peso 25-
45g + 2) provenientes do Biotério Central da UFSC, alocados em gaiolas coletivas de pléstico
para roedores (dimensdes 17 x 31 x 38 cm), localizadas no Laboratorio e biologia do
exercicio fisico (Labioex) do Departamento de Ciéncias da Satde - Centro de Ciéncias
Tecnologia e Saude (CTS/ARA/UFSC). O espago possui ambiente climatizado — ar
condicionado Split ajustado para 22 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as
7h), com acesso livre a dgua potavel, fresca e limpa atendendo os padrdes de potabilidade
(Portaria N° 2.914, de 2 de dezembro de 2011/MS). Racao comercial para roedores (oferecida
ad libitum) e maravalhas fornecidas pelo Biotério Central da UFSC. O protocolo CEUA n°
3552210222, que esta aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 06/06/2022.

4.1.2 Distribuicio e roda de corrida voluntaria

Os animais foram alocados em 3 por caixa, a fim de proporcionar que todos
conseguissem ter acesso a roda de corrida. Primeiramente, os animais foram divididos e
passaram 3 dias na caixa. Apoés isso, foi entdo posicionada a roda de corrida que permaneceu
no mesmo lugar durante todas as 6 semanas (AGUIAR JR et al., 2013). Os animais controle,
tiveram acesso a uma roda sem o suporte inferior, o qual ndo permitia seu movimento. A
observacao dos animais na roda de corrida, foi realizada visualmente durante visitas e rotinas

ao biotério, realizada pelo grupo de pesquisa Labioex.

Figura 6. Roda de corrida voluntéria e posi¢ao na caixa
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Figura 6. Roda de corrida utilizada para o treinamento aerdbico durante 6 semanas. Ao lado esquerda, podemos
observar um grupo sendo monitorado durante a limpeza do biotério. Ao lado direto, a roda de corrida com seu

suporte inferior que faz a roda girar, sendo este retirado nos grupos dos animais sedentarios.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os testes fisicos foram realizados no periodo da tarde, apds 4 horas da administragao
do LPS (0.33 mg/kg). Apds teste maximo de corrida em esteira ou teste de forga, realizamos a
afericdo da temperatura retal e coleta de sangue (grupo esteira), seguido pela eutanasia do
animal.

Os grupos experimentais foram compostos por 4 grupos, com um N de 7-8 animais

por grupo:

1. SEDENTARIO (SALINA) + EXERCICIO (SALINA)
2. SEDENTARIO (LPS 0,33 mg/kg) + EXERCICIO (LPS 0,33 mg/kg)

Figura 11. Delineamento experimental.
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Figura 11. Os animais correram durante 6 semanas em roda de corrida, apds este periodo, passaram por 3 dias
de habituagdo. O LPS foi administrado no periodo da manha e ao passar 4 horas, os animais foram submetidos a
corrida méxima em esteira ou teste de forca maximo. Posteriormente, realizamos a afericdo da temperatura retal

e coleta de sangue, seguido pela eutanasia.

4.2 HANDLING

O manuseio inadequado pode comprometer os resultados do trabalho e alterar o
comportamento do animais, que podem ficar mais estressados e agressivos (GOUVEIA &
HURST et al., 2019; SENSINI et al., 2020). Todos os animais passaram por procedimento de
manuseio ¢ habituagdo, com o intuito de familiarizar o animal com o pesquisador € com o
teste que ele realizaria.

Durante trés dias, os animais foram manuseados por 5 minutos, simulado injecdo
intraperitoneal e colocados dentro da esteira desligada por 5 minutos. Apds serem retirados da
esteira, receberam um estimulo, em regido retal, a fim de simular o termdmetro retal. Ao final,
receberam uma semente de girassol como recompensa. O handling continuou sendo realizado

durante os trés dias de habituagdo, conforme demonstrado no tépico seguinte.

4.3 MODELO DE INFLAMACAO

Estudo mostram, que a administragdo sistémica de LPS ¢ capaz de induzir inflamagao,
através dos efeitos pro-inflamatorios (HENRY et al., 2009; FOSTER et al., 2021). A dose de
0.33mg/kg de LPS ¢é capaz de gerar fadiga e comportamento doentio apds 4 horas da
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administracio (DE BEM ALVES et al.,2021; DA LUZ SCHEFFER et al.,, 2019). A
administracdo via i.p foi realizada 4 horas antes dos testes fisicos, modelo ja padronizado em

nosso laboratorio em pesquisas anteriores (DE BEM ALVES et al.,2021).

4.4 TESTES ERGOESPIROMETRICO EM ESTEIRA

A capacidade méaxima (100%) de corrida dos animais foi analisada, apds 4 horas da
administragdo do LPS com metade dos animais treinados. A andlise da fadiga através da
ergoespirometria, permitiu avaliar o consumo maximo e subméximo de oxigénio V 02,
também producdo de CO2 (VCO2) e razdo de troca respiratoria (RER — Respiratory Exchange
Ratio = VCO2/ V0O2), estimado pela cAmera metabolica conectada a esteira. A oferta de gases
atmosférico (=21% O 2, =0,03% CO 2) foi renovado a uma taxa de 1200 mL/min. A esteira
foi inclinada a 1.7° ¢ o choque ajustado a 0.2mA. A poténcia foi estimada na conversao
padrdo do trabalho vertical, massa corporal e velocidade de corrida (AGUIAR et al., 2018,
2020).

4.4.1 Descricao da habituacao e teste maximo em esteira:

A habituacao foi realizada na semana anterior a infecgao.

Habituacio dia 1: Os animais foram colocados durante 5 minutos na esteira, parada e
choque ligado 0.2mA. Apds 5 minutos parado, a esteira foi ligada a uma velocidade de Sm/s

durante 120 segundos (aquecimento) e mais 600 segundos na mesma velocidade.

Habituacio dia 2: Os animais foram colocados durante 5 minutos na esteira, parada e
choque ligado 0.2mA. Apds 5 minutos, a esteira foi ligada a uma velocidade de Sm/m,

durante 120 segundos, com velocidade alterada para 10m/s durante 600 segundos.

Habituacfo dia 3: Os animais foram colocados durante 5 minutos na esteira parada e
choque ligado 0.2mA. Apds 5 minutos, a esteira foi ligada a uma velocidade de 5Sm/m durante

120 segundos, com velocidade alterada para 15 m/s durante 600 segundos.

Teste maximo: Apos 48 horas, os animais foram colocados durante 15 minutos com
esteira parada, apds isso o teste foi iniciado, com aumento progressivo da velocidade de Sm/m

a cada 120 segundos. O teste foi interrompido apds 3 choques consecutivos em 10 segundos.



Tabela 1. Teste incremental maximo
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Estagio Tempo Velocidade Inclinagao Estimulo mA
m/min graus

Estabilizagdo sensor I5min 0 1.7° 0.2

de gas
Aquecimento 120s 5 1.7° 0.2
1 120s 5 1.7 0.2
2 120s 10 1.7 0.2
3 120s 15 1.7 0.2
4 120s 20 1.7 0.2
5 120s 25 1.7 0.2
6 120s 30 1.7 0.2
7 120s 35 1.7 0.2
8 120s 40 1.7 0.2
9 120s 45 1.7 0.2
10 120s 50 1.7 0.2

4.4.2 Esteira metabdlica: analise de gases

A esteira metabodlica (Bonther, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) € constituida por 2 aparatos

principais, a esteira e o analisador de gases (figura 7). Durante todo o teste os niveis de CO2,

V02 e RER, foram observados através do software AQCAD (versdo 2.0) conforme figura

demonstrada abaixo. Como procedimento padrdo, a esteira foi calibrada em gds ambiente

antes da colocagdo de cada animal. Na semana de inicio dos testes, a esteira foi calibrada de

acordo com cilindro de gases de 04.92% CO2 e 16.00% O2 a fim de verificar que o

analisador estava funcionando perfeitamente.

Figura 7. Esteira metabolica
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Figura 7. Na imagem, podemos observar o circuito fechado e a esteira metabdlica, conectado ao analisador de

gases e o cilindro de oxigénio que foi utilizado durante os dias de calibragéo.

Figura 8. Software AQCAD
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Figura 8. Software AQCAD, que possibilita a visualizagdo das alteragdes de diferentes marcadores durante o

periodo de teste. V02- volume de oxigénio. VCO2 - volume de gas carbonico. RER- razdo de troca respiratoria.

fluxo ¢ a medida que ndo sofre variagdo durante todo o teste, com valor padronizado a 1200mL/min. Figura.

Software AQCAD
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Além do acompanhamento feito dos gases, foi possivel acompanhar o progresso de

velocidade na esteira. O software permitia a parada da esteira, controle do ventilador e choque.

Figura 9. Software esteira

(331
I - A ©
Desconectar Marcar Resetar Distdncia Parar Setar Velocidade Ventilador | Sair
Protocaolo
Habituagdo

Duracéo Velocidade Tempao Tipo

] Desprezartempo de
acomodagio.

niciar Continuar Parar

Crondmetro

Paugar Parar Resetar

Figura 9. Software esteira. Software que permite monitorar a velocidade pré-progamada, de acordo com o

protocolo selecionado. Nesta area, ¢ possivel ligar e desligar o choque, cronometrar o tempo e desligar a esteira

durante a corrida.

4.6 TEMPERATURA RETAL

Os animais foram retirados da esteira imediatamente ao final do teste e transportados
em uma caixa até a bancada. Na bancada, com a ajuda de uma flanela, o camundongo foi

contido e o cauda suspensa para introduzir o termometro retal com vaselina.

4.7 COLETA DE SANGUE: LACTATO

O sangue foi coletado da artéria mandibular de 10 animais dos grupos exercicio, em
tubos com fluoreto de sddio e EDTA (anticoagulante). Ao finalizar a coleta de sangue de
cada animal, o tubo foi levado imediatamente ao centro de analises da clinica veterinaria

Bioanalises Vet (Ararangua/ SC). Os tubos foram centrifugados e o plasma separados para
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analise bioquimica, método quimiluminescéncia automatizada, realizado pelo laboratorio.

Ap0s a coleta, os animais foram eutanasiados.

4.8 FORCA DE PREENSAO

O testes de forca de preensdo, foi realizado apds 4 horas da administragdo do LPS,
com metade dos animais (ndo realizaram o teste incremental maximo). A avaliacdo da forca
muscular é uma etapa essencial para observarmos a fadiga anaerobio nos animais. Com isso,
realizamos o teste de preensdo do membro anterior com medidor de for¢a de preensdo
Bonther® 5 kgf (Bonther, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (DE LUCA et al., 2008; TAKESHITA
et al., 2017). Os animais foram suspensos pela cauda até o aparato triangular, para segurar
com as patas anteriores, em seguida o pesquisador puxa suavemente o animal pela cauda até
perder o controle da barra de metal. Enquanto isso, um pedal é acionado gerando um grafico
com tempo de preensdo, pico de forca e queda da forca. Foram 4 tentativas com disparo de
10 segundos e intervalo de 1 minuto entre elas. A média das 3 melhores tentativas foram

utilizadas para as analises.

Figura 10. Grip strengt test.

Figura 10. Aparato de avaliagdo de forga dos animais. Capaz de analisar tempo de preensdo, pico de forga e
queda da forga. O triangulo ¢ o suporte onde os animais realizam a preensdo, sendo disparado o sinal para

captacdo de forga ao apertar um pedal
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4.9 ANALISE DE DADOS

As analises estatisticas foram feitas de acordo com o principio da intengdo de tratar
pelo software STATISTICA (sistema de software de analise de dados) versdao 13.5.0.17
(StatSoft, Inc.). As variaveis passaram por uma andlise descritiva, teste de normalidade,
seguido pela inferéncia estatistica, sendo utilizado a ANOVA de medidas repetidas, ANOVA
de duas vias ou teste t student. As andlises estatisticas foram designadas de acordo com a
amostra, quantidade de grupos e finalidade do teste, para interpretar e analisar os dados. Os
graficos foram construidos no software GraphPad Prism versao 8.0 para Windows (GraphPad
Software, EUA). A ANOVA de medidas repetidas foi aplicada para analisar a progressdo do
V 02, seguido por test post hoc de Bonferroni. Para avaliar o massa corporal, V O2max,
poténcia, RER, temperatura, for¢a relativa, tempo de preensao e AUC, foi utilizado ANOVA
de duas vias e post hoc de Newman-Keuls. O Teste t Student foi aplicado para analise do
acido latico. O eta-quadrado parcial de Cohen n 2, tamanho de efeito, foi calculado para
mudangas entre grupos, onde um 1 2 de Cohen foi definido como 0,01 pequeno, 0,09 médio, e
0,25 grande. Os dados apresentados como média + SEM. As diferencas significativas foram

consideradas quando p <0,05.

5. RESULTADOS

5.1 O exercicio fisico atenua o declinio do VO2 e da poténcia aerdbica de camundongos

tratados com LPS.

Em comparacdo com a linha de base, observou-se um aumento progressivo do VO,
absoluto dos animais conforme a progressdo do exercicio ergoespirométrico (Fe,150=236, n?
=0,9, B =1.0, p <0,05, Fig. 12,A), como adaptagdo aguda durante a corrida prolongada com
aumento de intensidade. Entretanto, a cinética de oxigénio foi prejudicada pelo tratamento de
LPS (Fe,150=2,66, n*> = 0,09, p=0,85, p<0,05, Fig. 12,A). Os resultados do V 02 relativo,
indicam diferengas estatisticamente significativas nas medigdes de V O2 subsequente em
cada estagio no grupo exercicio (Fs,162=248, n*=0,9, p=1,0, p<0,05, Fig. 12,B) e ndo indicam
prejuizos do V O2 relativo com a administragdo de LPS (Fs162=2,09, p=0,05, Fig. 12,B).
Sugerindo adaptagdes fisiologicas nos indices de fadiga aerdbica com o treinamento de 6

s€émanas.
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Os grupos LPS tiveram um prejuizo significativo no V Omax (F12,=8,45, n>=0,23,
=0.80, p<0,05, Fig. 12, C). No entanto, o V O.max dos animais treinados foi superior aos
animais sedentérios (F127=5,57, n*=0,17, B=0,62, p<0,05, Fig. 12,C). Na poténcia, a
administracdo do LPS nos animais, ndo levou a prejuizos significantes (F127=2,83, p=0,10,
Fig. 1,D). Ja nos grupos exercicio, a poténcia aumentou significativamente em relacdo aos
animais sedentarios (Fi127=16,83, n?>=0,38, =0.97, p<0,05, Fig. 1,D). O grafico 1.E, mostra
que somente os grupos salina ndo alcancaram o RER 1,0 (F127=0, p=0,9, Fig. 12, E). No
entanto, ndo houve significAncia estatistica para a varidvel entre os grupos exercicio

(F1,27=0,27, p=0,6, Fig. 12, E)

Figura 12
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Figura 12. Efeitos do exercicio na capacidade aerdbica de animais inflamados com LPS (0.33mg/kg i.p). No
grafico, podemos observar o as variaveis do teste ergométrico. O LPS levou a um prejuizo do V02 absoluto (A)

e do VO2max (C). O animais dos grupos exercicio tiveram um aumento do V02 absoluto (A) e apresentaram
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um maior VO2max. A Poténcia (D) entre os animais inflamados nio foi significativa.. J4 nos grupos treinados,
os animais apresentaram uma maior poténcia (D). o grupo EXE-SAL foi o unico que ndo atingiu o RER max (E).
Os dados sdao descritos como média + SEM. N =7-8 animais/grupo para 5 experimentos independentes.

(ANOVA bidirecional seguida de teste post hoc de Newman-Keuls, Fig. C-E / ANOVA de medidas repetidas foi

aplicada para analisar a progressdo do VOZ, seguido por test post hoc de benferroni, Fig. A-B). EXE-exercicio.
SED- sedendario. LPS- lipopolissacarideo. SAL-salina. RER taxa de troca respiratoria. VO2 consumo de
oxigénio. *P < 0,05 vs SED. # p<0,05 vs SAL.

A massa corporal ndo diferiu entre os grupos (F127=0,09, p=07, Fig. 13-A), sendo um
fator importante, visto que sua diferenca pode interferir na poténcia durante a corrida. O acido
latico, também nao apresentou diferencas estatisticas entre os grupos (ts=1,23, Fig. 13-B).
Entretanto, a temperatura retal foi maior nos grupos exercicios quando comparado aos

animais sedentarios (F127=6,6, n>=0,19, =0,69, p<0,05, Fig.13-B).
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Figura 13. Efeito do exercicio e do LPS na massa corporal, nos niveis de acido latico e na temperatura reta . A
diferenca de massa corporal ndo diferiu entre os grupos (A), assim como o lactato nfo atingiu significancia
estatistica (B). A temperatura foi maior no grupo exercicio quando comparado aos animais sedentarios (C). Os
dados sdo descritos como média = SEM. N =7-8 animais/grupo para 5 experimentos independentes. ANOVA de
duas vias e post hoc de Newman-Keuls (A, C). Test t (B). EXE-exercicio. SED- sedendario. LPS-
lipopolissacarideo. SAL-salina. *P < 0,05 vs SED.
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5.2 Exercicio atenua perda de forca de preensao causada pelo tratamento LPS em

camundongos

O LPS mostrou prejuizo de desempenho da for¢a muscular dos animais, pela
diminui¢do do pico de forga relativo dos camundongos (Fi,1s=10,51, n*>=0,36, = 0,86, p
<0,05, Fig. 14-A). Entretanto, de acordo com a nossa hipdtese da influéncia do exercicio
prévio nos indices de desempenho anaerdbico, o exercicio aumentou a for¢a muscular dos
animais treinados, visto pelo aumento do pico de forga relativo (F1,15=27,06, n*=0,60, =0,99,
p <0,05, Fig, 14-A) e um maior tempo de pegada (Fi,15=22,43, n*>=0,55, $=0,99, p<0,05 Fig.
14-B), sugerindo uma diminui¢do da fadiga anaerobica. No tempo de preensdo, os animais

LPS nio tiveram diferenca estatisticamente significativas (F1,15=2,04, p= 0,77, Fig. 14-B).
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Figura 14. Efeito do exercicio de 6 semanas na for¢a de animais inflamados com LPS (0.33mg/kg i.p).
Diferenga dos grupos no testes de preensdo. Pico de forga relativo (A), tempo de preensdo (B), tempo versus

forga (C) e area sobre a curva (D). O LPS levou a um prejuizo de desempenho dos animais no teste (A, C). Os



29

animais exercicio tiveram uma maior forga, visto pelo pico de forga relativo (A) e um a maior resisténcia no
tempo de preensdo (B). O exercicio também foi benéfico para tempo vs for¢a (C-D). Os dados sdo descritos
como média + SEM. N =7-8 animais/grupo para 5 experimentos independentes. ANOVA de duas vias e post hoc
de Newman-Keuls. EXE-exercicio. SED- sedendario. LPS- lipopolissacarideo. SAL-salina. *P < 0,05 vs SED. #
p<0,05 vs SAL.

No tempo vs for¢a, podemos observar pela area sob a curva (AUC) que os animais
EXE-LPS e EXE-SAL tiveram um melhor desempenho (F1,15=26,40, n*>=0,59, $=0,99, p<0,05
Fig. 14-D) e o LPS levou a um prejuizo na aptidao fisica dos animais tratados com LPS

(F1,15=8,99, n>=0,33, B=0,80, p<0,05 Fig. 14-D).
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6. DISCUSSAO

6.1 O exercicio fisico atenua o declinio do VO2 e da poténcia aer6bica de camundongos

tratados com LPS.

Como esperado, foi observado um grande aumento da captacdo de oxigénio no teste
ergométrico até o V02 max, com prejuizo médio nos animais tratados com LPS. O exercicio
fisico regular, tende a aumentar o V O2max e a economia de trabalho. O V 02 é um
componente essencial para andlise da fadiga aerdbica e o LPS manifesta alteragdes que
desencadeiam a fadiga. De acordo com nossos resultados, Lambert & Noakes (1990),
apresentaram resultados onde a pratica de atividade fisica voluntaria de 8 semanas, levou a
um aumento do desempenho de 52% em animais treinados, quando comparados ao controle,
e de 18 % quando comparados a camundongos de baixo desempenho, ambos apresentaram
um V Omax maior do que o grupo controle (LAMBERT & NOAKES, 1990). O exercicio
prolongado de 16 semanas em roda de corrida, em animais saudaveis, mostra um maior tempo
até a exaustio e um VO2 pico maior, produzindo efeito mensuravel ao treinamento aerébico
(DAVIDSON; BURNETT; HOFFMAN, 2006). No entanto, ndo havia evidéncia na literatura

que demonstre a fadiga aerébica em animais tratados com LPS E.Coli.

Os animais sedentarios tratados com LPS, obtiveram prejuizo na cinética do VO2 e no
V02 max. Nossos resultados, mostram uma diminuicdo de desempenho nos animais SED-
LPS, compactuam com estudos da literatura, onde mostram evidéncias que o LPS leva a
niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias (IL-6,IL,1p) inclusive a nivel de SNC, que
pode afetar areas como cortex frontal frontal e hipocampo, levando a prejuizos da aptidao
fisica e de aprendizado, devido a ativagdo reativa da microglia. A literatura mostra evidéncias
de que exercicios agudos costumam gerar um aumento da atividade inflamatéria, mas
exercicios de forma regular, geram uma diminui¢do na producao de citocinas pro-inflamatéria
IL-1pB, IL-18 e TNF-a, sendo as principais citocinas pro-inflamatorias do SNC (WANG et al.,
2016; ZHANG et al., 2019). Zhang e colaboradores (2019), demostraram que o exercicio de
12 semanas em esteira, ¢ capaz de reduzir significamente os niveis IL-1p e IL-18 na
neuroinflama¢do mediada pela microglia no hipocampo. No entanto, este achado parece ser
modificado de acordo com a idade, sugerindo que as citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-
1B ou IL-10) ndo reduzem com exercicio fisico prévio em camundongos idosos (MARTIN et

al., 2013).
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Em contraste ao desempenho dos animais SED-LPS, os animais do grupo EXE-LPS,
obtiveram aumento significativo no VO2 na poténcia. Na literatura, temos evidéncias robustas
que o exercicio aerobico diminui significativamente os infiltrados inflamatorios e a lesao
pulmonar (WANG; WANG; TANG, 2021). O exercicio regular, gera uma tolerancia e
diminui¢do dos receptores TLR4 na superficie celular, suprimindo a sinalizagdo devido a
expressao regular de fatores que interagem com o receptor, levando a uma tolerancia a eles e
de forma cruzada, ao LPS (BEG, 2002; FLYNN et al., 2003; DE VICENTE, et al., 2020).
Além disso, o exercicio regular atua na diminui¢do do LPS sanguineo, através da acdo de um
mecanismo protetor via microbiota-intestino-cérebro, pela modificacdo da microbiota
intestinal (YUAN et al., 2022). Em apoio aos beneficios do exercicio, a nivel central, estudos
mostram que o exercicio fisico regular, pode aumentar a neuroplasticidade, através da
regulacdo positiva da via de BDNF, com aumento da sua expressao, promovendo uma maior
resisténcia dos neurdnios ao dano e facilitando a transmissdo sinaptica durante o exercicio

fisico (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; NAY et al., 2021).

Shi et al., 2020, demonstrou que camundongos BALB C, que realizaram exercicio
aerdbico prévio de 5 semanas, apos inflamagao induzida por LPS (100 pl ip), mostraram que
o exercicio atenuou os efeitos pro-inflamatérios, como redug¢do de neutrédfilos, macréfagos e
espécies reativas de oxigénio. Além disso, o exercicio regular de 8 semanas, 1h/dia durante 5
dias na semana, mostrou que o exercicio fisico é capaz de suprimir a via de sinalizagdo por
TLR4 a nivel periférico e de reduzir as concentracdes séricas de LPS (OLIVEIRA et al.,
2011). Yuan e colaboradores (2022) demonstraram, que a nivel central, o exercicio fisico
suprime a neuroinflamagao através da redugdo da ativagdo de células gliais em camundongos
jovens pela via TLR4/MyD88. Wu e colaboradores (2007), mostraram que o exercicio em
esteira (incremental) de 5 semanas promove a neurogénese no hipocampo, em animais
submetidos a administracdo repetida de LPS. Aguiar et al., 2014, mostrou que o exercicio
melhora na atividade mitocondrial e a neuroplasticidade, interferindo de forma positiva na

neurotransmissao de monoaminas.

O exercicio aerébico melhora do VO2 ao promover estresse cardiovascular através de
alteragdes hemodinamicas, como aumento do débito cardiaco e crescimento de 12 a 15% do
crescimento cardiacocardiaco para suprir as demandas, podendo levar a um aumento como
um todo (VEGA et al., 2017). Em modelo animal, o aumento de cardiomiocitos pode ser
identificado apds 1 més de exercicio fisico (WANG et al., 2010). O VO2 esta ligado também

ao numero de mitocondrias e capilares, podendo variar de acordo espécies, nivel de atividade
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fisica e composi¢ao corporal (WEIBAL et al., 2004). Além disso, o exercicio fisico aerobico
de forma regular, promove uma melhora na capacidade respiratéria, além de ter uma forte
correlagdo genética (LIGHTFOOT et al., 2001; LERMAN et al., 2002). O exercicio fisico
proporciona alteragdes importantes no metabolismo mitocondrial e consequente melhora
bioenergética, através do aumento da motilidade, mitofagia e da biogénese, melhorando a
qualidade e a quantidade das mitocondrias, além de adaptagdes de ROS, 6xido nitrico e Ca+

(PANCHAL; TIWARI, 2019; ZHANG; GAO, 2021).

Nossos resultados ndo demonstraram efeitos significativos nos niveis sanguineos de
acido latico, nosso N da amostra foi pequeno a tivemos perdas durante a coleta de sangue.
Outro fator importante, ¢ que ndo coletamos amostra dos animais sedentdrios, o que gera
dificuldade na interpretacdo dos resultados. Fisiologicamente, com o aumento da intensidade
do exercicio, temos a producao de lactato em sinal da hipoxia tecidual e lesdo muscular,
mostrando um declinio da for¢a e poténcia. Zhang et al., 2016, mostrou que nao houve
diferengas significativas nos niveis de acido latico entre sedentarios e exercicio, salina ou LPS,
em exercicio de natagdo, mesmo com diminui¢do de desempenho ocasionado pelo LPS. O
lactato ¢ um parametro determinante da intensidade do exercicio fisico. Bobinski et al., 2011,
em programa de corrida de baixa intensidade com camundongos Swiss,com concentragdo de
lactato em repouso a 2,49+0,12mmol/L, mostrou aumento da concentracdo de lactato com o
aumento da velocidade. Ao final, os animais correram a uma velocidade de 18m/min durante
30 minutos, que resultou em uma concentragdo sanguinea final de 7,02+0,87mmol/L. Outro
estudo realizado com camundongos saudaveis, ndo treinados, mostrou uma concentragdo de
2mmol/L durante os primeiros 75 min, que ao progredir a intensidade do exercicio de

27m/min para 33m/min, resultou para o aumento de 6 mmol/L (SHI et al., 2019).

Nossos resultados mostraram, que a temperatura retal dos animais treinados, foi
superior aos dos animais sedentarios. O comprometimento imunologico com LPS pode
provocar um aumento ou diminuicdo da temperatura de acordo com a espécie, linhagem e
dose. Em dose semelhante a utilizada em nosso estudo, administragdo de 50, 150 e 300 ng/kg,
o LPS levou a hipotermia apds quatro horas de administragdo em camundongos sui¢os
(TOYAMA et al., 2015). No entanto, durante o exercicio fisico, temos um aumento da
temperatura corporal, uma resposta fisiologica esperada devido a uma sobrecarga metabdlica
(MCARDLE et al., 2019). Nos animais sedentarios, ndo observamos uma diferenca quanto a
temperatura retal, isso porque a temperatura corporal durante o exercicio pode variar de

acordo com a hidratagdo, intensidade do exercicio e estado fisiologico/fisico, que podem ser
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alteradas por condigdes patologicas e até mesmo condi¢des de estresse. A temperatura do
ambiente também pode influenciar (RUDAYA, et al., 2005). Wanner e coloboradores (2014),
mostraram que a corrida em ambiente de 34°C, pode aumentar 1,2°C na temperatura central
de camundongos submetidos a teste incremental maximo em esteira em relacio a um

ambiente de 24 °C .

6.2 Exercicio atenua perda de forca de preensio causada pelo tratamento LPS em

camundongos

No teste de forga, os animais treinados obtiveram um melhor desempenho no pico de
forca relativo, tempo de preensdo e tempo vs forga. J4 os animais SED-LPS, apresentaram
menor pico de forca e um pior desempenho em tempo vs forga. Isso mostra, que o exercicio
de corrida voluntaria durante 6 semanas, pode ter proporcionado um aumento na for¢a dos
animais exercicio, melhora esta, ndo vista nos animais sedentarios. Apesar do exercicio
aerdbico gerar sobrecargas especificas para o tipo de treinamento realizado, no caso a corrida,
ele tem a capacidade de proporcionar melhorias como sobrecarga dos musculos utilizados
para a atividade (MCARDLE et al., 2019). Segundo Kemi et al., 2002, o exercicio de corrida
2 horas/dia, 5 dias/semana em uma intensidade de VO2max de 85-90%, leva a um aumento de
12-18% da massa esquelética dos musculos extensores dos dedos e sdleo (KEMI et al., 2002).
Zhao e colaboradoes (2020a), demonstram que animais treinados mantém a for¢a muscular ao
longo do tempo, enquanto nos animais sedentdrios, a forca de preensdo diminui
monotonicamente. Apoiando nossos resultados, um estudo com camundongos que realizaram
corrida voluntaria por um periodo de 12 semanas e com baixa resisténcia, mostram melhora
da funcdo contratil e reducdo da fatigabilidade, quando comparados aos sedentérios

(BALTGALVIS et al., 2012).

Os animais LPS,demonstraram um prejuizo no pico de for¢a e no tempo vs forgca,
quando comparado aos animais SAL. Estudos mostram, que a via TLR4, medeia o
catabolismo muscular (DOYLE et al., 2011; ZHANG et al., 2021). Utilizando miotubos, a
administracdo de LPS (100 ng/ml), mostrou uma regulagdo positiva de autofagossoma apos 2
horas, que resultou em atrofia do miotubo ao atingir o pico em 8 horas de administracao
(DOYLE et al., 2011). Além disso, Goodman em 1991, demonstrou que a admininistracdo
de LPS 200 pg/kg e o fator de necrose tumoral, em ratos, ¢ capaz de aumentar a protedlise
muscular apdés 8 horas (GOODMAN, 1991). Em camundongos, foi identificado que as

miofibras sdo relevantes produtoras de citocinas inflamatorias locais, evidenciando um
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aumento de I1-6 no musculo gastrocnémio, quando comparado aos nocautes TLR4, apos 3

horas de administracdo intravenosa de LPS (1,5 ng/kg) (BIVONA et al., 2022).
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7. CONCLUSOES, LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Nossos resultados, indicam um efeito protetor do exercicio prévio na fadiga aerdbica e
anaerobica em animais inflamados com LPS E. Coli. Nossos resultados, mostraram que o
exercicio prévio de 6 semanas promoveu aumento do V O2, poténcia e aumento da forca
muscular. Estes resultados, sugerem potenciais alteragdes fisiologicas e fisicas do exercicio
prévio, contra o mecanismo pro- inflamatdrio induzido por LPS e consequentemente, contra
o desenvolvimento de doengas que possuem a fadiga como fator limitante. No entanto,

melhorias podem ser feitas.

Em futuras investigacdes, uma andlise bioquimica detalhada poderia revelar insights
sobre o efeito antiinflamatorio do exercicio fisico, especialmente pela quantificacdo de
biomarcadores inflamatorios, como as citocinas, entre diferentes grupos. Adicionalmente,
poderia-se realizar uma analise ampliada do lactato para superar as limitagdes impostas por
uma amostra anteriormente restrita. Complementando os achados relacionados aos beneficios
do exercicio aerdbico na reducdo da fadiga anaerdbica, um exame histologico poderia
enriquecer os resultados observados, evidenciando um aumento de for¢ca nos animais

submetidos ao treinamento.

O estudo atual apresenta como limitagdo a generalizacdo dos resultados sobre o
impacto do exercicio prévio de seis semanas na fadiga aerdbica e anaerobica, em virtude do
modelo de inflamagdo sistémica utilizado. Para superar essa limitagdo, pesquisas futuras
poderiam focar em doencas especificas e seus mecanismos patoldgicos subjacentes, como a
encefalomielite autoimune, doenca de Parkinson, Alzheimer, depressdao e fibromialgia. Essa
abordagem permitiria uma analise mais direcionada, considerando que a intensidade, duragao
e frequéncia dos exercicios podem necessitar de ajustes conforme as particularidades da

populacgdo estudada e suas condigdes individuais.
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