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RESUMO

WERK, RAFAEL D. Efeito do exercicio fisico sobre a sepse induzida por
Acinetobacter baumannii. Dissertacdo de Mestrado. Programa de POs-
Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Catélica Dom Bosco, Campo
Grande, 2024.

As infeccdes causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos sédo um
problema que afetam a saude de milh6es de pessoas no mundo todo. Dentre as
bactérias causadoras de doencas, Acinetobacter baumanii vem se tornando um
patdbgeno cada vez mais desafiador ao apresentar varios mecanismos de
resisténcia a antibidticos. A aspiracdo da bactéria contamina os alvéolos nos
pulmdes, que permite o acesso do microrganismo a circulacdo sanguinea,
causando a sepse. A resposta inflamatéria causada na sepse, aumenta a
expressao das citocinas pré-inflamatorias que em altas concentracdes alteram a
perfusdo, diminuindo o oxigénio nos tecidos, induzindo a apoptose. O exercicio
fisico, por sua vez, pode ter a capacidade de modular o recrutamento das células
e citocinas na atividade inflamatoria, podendo ser um forte aliado na diminui¢cao
dos danos causados durante uma sepse. Portanto, este estudo teve o objetivo
de investigar se o exercicio fisico é capaz de reduzir os efeitos deletérios em
camundongos submetidos a sepse por Acinetobacter baumannii. Para isso, foi
desenvolvida a padronizacdo do exercicio, da sepse e posteriormente o ensaio
de sobrevida. Neste ensaio 0s animais que realizaram a natacao tiveram maiores
concentracfes de lactato em relagcdo ao grupo controle. Verificou-se que o
treinamento de 21 dias de natacdo proporcionou melhora na aptidao fisica dos
animais que realizaram treinamento com sobrecarga, dado que os animais
suportaram maiores incrementos de peso e por um tempo maior de atividade.
Entretanto, este treinamento néo alterou a quantidade basal de leucdcitos e das
citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10. Ao avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a sepse,
identificou-se que os animais que realizaram exercicio fisico no limiar anaerébico
e acima do limiar anaerdbico tiveram um aumento 17% na sobrevida frente ao
grupo controle. Em suma o treinamento realizado com incremento de peso
corpéreo aumentou a sobrevida dos animais submetidos a sepse por A.
baumannii, ainda que ndo tenha alterado significativamente as concentracdes

basais de leucécitos e citocinas inflamatorias.

Palavras-chave: Exercicio fisico, sepse, inflamatdrio, sobrevida.



ABSTRACT

WERK, RAFAEL DE. Effect of physical exercise on sepsis caused by
Acinetobacter baumannii. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pés-
Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Catélica Dom Bosco, Campo
Grande, 2024.

Infections caused by antimicrobial-resistant bacteria are a problem that affects
the health of millions of people around the world. Among the various disease-
causing bacteria, Acinetobacter baumanii has become an increasingly
challenging pathogen as it presents several mechanisms of resistance to
antibiotics. The aspiration of the bacteria contaminates the alveoli in the lungs,
which allows the microorganism access to the bloodstream, causing sepsis. The
inflammatory response caused by sepsis increases the expression of
inflammatory cytokines, which in high concentrations alter perfusion, decreasing
oxygen in tissues and inducing apoptosis. Physical exercise, in turn, may
modulate the recruitment of cells and cytokines in inflammatory activity and may
be a strong ally in reducing the damage caused during sepsis. Therefore, this
study aimed to investigate the effect of different intensities of physical exercise
on the survival of mice subjected to sepsis due to A. baumannii. To this end, the
standardization of exercise, sepsis, and survival assay was developed. In this
test, the animals that performed swimming had higher lactate concentrations
compared to the control group. It was found that the 21-day swimming training
improved the physical fithess of the animals, as the animals supported greater,
more significant weight increases and for a longer, more extended period of
activity. However, such training did not change the basal number of leukocytes
and inflammatory cytokines IL-1p, IL-6, and TNF-a. When evaluating the effect
of physical exercise on sepsis, it was identified that animals that performed
physical exercise at the anaerobic and anaerobic threshold had a 17% increase
in survival compared to the control group. Therefore, the training increased the
survival of animals subjected to sepsis due to A. baumannii, although it did not
significantly change the basal concentrations of immune cells and inflammatory

cytokines.

Keywords: Physical exercise, sepsis, inflammatory, survival.
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1. INTRODUGAO

1.1. Infecgdes bacterianas
As infec¢Bes bacterianas consistem em um problema de salde publica

global, impactando milhGes de pessoas anualmente. Estima-se que ocorre cerca
de 136 milhdes de infeccbes associadas a bactérias resistentes em todo o
mundo, sendo 4 milhdes de casos no Brasil (Balasubramanian et al., 2023).
Define-se a infeccdo bacteriana pela presenca de inflamacdo ou disfuncao
sistémica, juntamente com evidéncias direta (cultura de bactérias positiva) ou
indireta (marcadores inflamatérios ou resposta ao tratamento antibiético) de um
patégeno bacteriano compativel (Boyles e Wasserman, 2015). Esses critérios
sdo essenciais para diferenciar infeccbes bacterianas de outras condicbes
médicas que possam apresentar sintomas semelhantes, como infecgdes virais
(Suranadi et al., 2022).

A alta prevaléncia de infeccbes bacterianas ocorre porque, existem
bactérias resistentes em praticamente todos os meios: ar, agua, solo e até no
corpo humano, permitindo que infecte o hospedeiro de diversas formas que véo
desde a ingestdo de alimentos contaminados (Martinson; Walk, 2020), até o
contato com o patdgeno em ambiente hospitalar (Aston et al., 2024). A
contaminacdo do alimento chama a atencdo, pois pode ser encontrados
microrganismos resistentes como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Salmonella, desde sua producéo (Ababneh, Rousan,
Jaradat, 2022) até sua disponibilizacdo em mercados locais (Hassani, et al.
2022). Tais descobertas destacam a importancia de rigorosos controles de
gualidade na producdo e distribuicdo dos alimentos. Ambientes recreativos,
como piscinas em unidades de saude, lares residenciais, alojamentos, hotéis,
campings, pensdes, condominios e piscinas de uso publico, também podem ser
reservatorios de bactérias com genes de resisténcia, o que pode ser preocupante
devido a exposicéo a varias pessoas simultaneamente, sendo um risco a saude
publica (Schiavano et al.,, 2017). O ambiente hospitalar € um classico
reservatério de bactérias resistentes a antibioticos, em virtude de ser o local onde
as infeccbes sdo tratadas, todavia bactérias como Staphylococcus aureus,

Bacillus sp., Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae em unidade de



terapia intensiva pde em risco a vida dos pacientes (Aston et al.,, 2024). A
contaminacao por bactérias resistentes também € um problema em sistemas de
saneamento, sendo possivel verificar a presenca de bactérias como a
Escherichea coli com genes de resisténcia a antibiéticos em amostras de aguas

residuais de hospitais e estacdes de tratamento (Tettey et al., 2024).

Haja vista que as bactérias estdo disponiveis em varios ambientes, o
processo infeccioso se inicia a partir da colonizagdo do patégeno em algum
tecido. A pele ao ser ferida por arranhdes, perfuragdes, mordidas de insetos ou
formigas, ou queimaduras causadas pela exposicdo ao sol, permitem que 0s
patdgenos entrem e causem uma dermatite (Aljamali, Zubaidy e Enad, 2021).
Contudo, em alguns casos a lesdo ndo se restringe a pele e atinge 0s 0Sso0s.
Fissuras no 0sso ou mesmo pinos cirdrgicos contaminados por bactérias
resistentes a antimicrobiano, possibilitam o acesso aos canaliculos 0sseos (De
Mesy Bentley et al., 2017), que conduzem o patdgeno até os fibroblastos, sendo
uma infeccdo muito dificil de combater (Yang et al., 2018). Entretanto, 0 acesso
ao organismo nao ocorre apenas por lesées. A transmissdo pode ocorrer por
goticulas contaminadas com bactérias, expelidas por pessoas infectadas, que
quando inaladas infectam as vias aéreas. A medida que a infeccéo se prolifera,
a bactéria alcanca os alvéolos nos pulmdes, que sao estruturas altamente
vascularizadas, permitindo que o patdégeno acesse a corrente sanguinea quando
contaminados (Kumar, 2020). Quando o intestino € infectado, ocorre uma
perturbacdo na relacdo simbiotica dos micro-organismos, enfraguecendo o
sistema imunoldgico, tornando-o incapaz de controlar os micro-organismos
patogénicos. Como resultado observa-se hiperpermeabilidade intestinal, uma
condicdo em que a barreira intestinal se torna excessivamente permeavel. A
falha na barreira permite que bactérias e outras toxinas saiam do intestino

delgado e entrem na corrente sanguinea (Fay, Ford, Coopersmith, 2017).

Ressalta-se que o processo infeccioso ndo se restringe apenas aos
microrganismos externos. As bactérias residentes no intestino delgado ao
entrarem em contato com a regido periuretral, infectam a uretra podendo
ascender a bexiga até alcancar os rins (Flores-Mireles et al., 2015), onde
conseguem acesso a circulagdo sanguinea. Ou seja, qualquer microrganismo,

interno ou externo pode provocar infecgcdo (Srivastava e Singh, 2024). Para



reverter o quadro infeccioso séo utilizados antibiéticos, os quais possibilitam
erradicar ou inibir a proliferacdo bacteriana. No entanto, o uso excessivo e
inadequado de antibidticos tem proporcionado a selecdo de bactérias
resistentes, inviabilizando o tratamento e promovendo um aumento significativo
na taxa de mortalidade (Baran, Kwiatkowska, Kwiatkowska, 2023). A resisténcia
bacteriana aos antibidticos consiste em um dos maiores desafios enfrentados
pela medicina moderna, exigindo esforcos coordenados para melhorar o uso de

antibiéticos e desenvolver novas estratégias terapéuticas (Muteeb et al., 2023).

1.2. Patégenos bacterianos

Na literatura académica sédo encontradas diversas classificagcbes para
caracterizar as bactérias, contudo dois grupos se sobressaem: as bactérias
Gram-negativas e as bactérias Gram-positivas. Esta classificacao leva o nome
do pesquisador, Hans Christian Gram, que em 1884, provou que era possivel
distinguir as caracteristicas bioquimicas da membrana das bactérias por meio de
aplicacao de contrates (Megrian et al., 2020). Observando a figura 1A, percebe-
se que a membrana da bactéria Gram-negativa é composta por 3 camadas, a
primeira camada da membrana interna separa o citoplasma, enquanto segunda
€ composta por um peptidoglicano e a terceira camada, mais externa, é
composta por uma bicamada assimétrica com um fosfolipideo no folheto interno
e o lipopolissacarideo (LPS) no folheto externo. Quando coradas, as bactérias
Gram-negativas adquirem a cor rosa (Fivenson et al., 2023). Por sua vez, a
membrana das bactérias Gram-negativas, observada na figura 1B é mais
simples, pois ndo possui a membrana externa. Adicionalmente, a camada do
peptidoglicano € mais espessa e reticulada, quando corada apresentam a cor
azul (Fischetti, 2019).



A - Bactéria Gram-negativa B- Bactéria Gram-positiva

Membrana externa Peptidoglicano

il A

Peptidoglicano

Membrana interna
9000000000000000000000000000 | C0POOOBRVROOONOODOOQRVOVROACDHOVROOO

0000000006000000000000000000 | COC0OOCOOOOOHOOCOG %@B@@@QQ@
Membrana plasmatica Membrana plasmatica
Citosol

Figura 1. Representacdo sobre as diferencas da membrana das bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. A Membrana da bactéria Gram-negativa. B Membrana da bactéria Gram-positiv.
Adaptado de “Gram-Negative Bacteria Cell Wall” e “Gram-Positive B

Dentre as varias bactérias classificadas como Gram-positivas e negativas,
destaca-se um grupo particularmente preocupante, devido a sua resisténcia a
multiplos medicamentos: o grupo ESCAPE. Este grupo é de grande importancia
porque as infeccdes causadas por essas bactérias sdo extremamente dificeis de
tratar, resultando em tratamentos mais longos e frequentemente menos eficazes.
Essas infeccdes apresentam alta mortalidade e morbidade, especialmente em
pacientes vulneraveis, como o0s hospitalizados e imunocomprometidos. Além
disso, aumentam significativamente os custos de saude e exigem rigorosas
medidas de controle de infec¢cdes. A alta quantidades de mecanismos de
resisténcia destaca a necessidade urgente de desenvolver novos antibidticos e
tratamentos alternativos. A propagacao global dessas bactérias representa um
desafio internacional para a saude publica, tornando-as o foco principal de
pesquisa e vigilancia (Miller e Arias, 2024). Entre os patdégenos Gram-positivos,
destacam-se  Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e
Enterococcus faecium. Entre os patégenos Gram-negativos, destacam-se

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,



Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., todos notaveis por estarem
presentes no organismo humano e por sua relevancia no grupo ESCAPE.

1.3. Acinetobacter baumannii

O termo Acinetobacter haemolyticus sp. nov. consiste em uma homenagem
aos seus descobridores Linda e Paul Baumann (Bouvet; Grimont, 1986), que
conseguiram distinguir o patdgeno apés comparar uma série de propriedades
nutricionais e bioquimicas de aproximadamente 100 cepas de moraxelas
oxidase negativa (Baumann; Doudoroff; Stanier, 1968). Caracterizada como uma
bactéria Gram-negativa, aerdbica e ndo fermentadora, a Acinetobacter
baumannii (A. baumanni) pode ser encontrada em diferentes habitats como agua
e solo (KarampatakiS; Tsergouli; Behzadi, 2024), bem como fontes alimentares,
como carne e vegetais, animais de fazenda, inclusive animais domésticos, razao
pela qual & muito conhecida nas clinicas veterinarias (Ahuatzin-Flores; Torres;
Chavez-Bravo, 2024).

A capacidade de se adaptar em diversas condi¢ces e organismos torna A.
baumannii altamente patogénica, sendo o microrganismo responsavel por
causar manifestacdes clinicas como: infec¢des urinarias, infeccdes de pele,
fasciites necrosante, meningite, osteomielite, endocardite e sepse (Arrigoni et
al., 2023). Contudo, o maior perigo reside nas infec¢des adquiridas em ambiente

hospitalar.

A A. baumannii € um microrganismo formador de biofilme, que além de ser
um mecanismo de resisténcias, permite a adesdo do microbio em superficies
nao organicas, como plastico (Gaddy, Tomaras, Actis, 2009). Dessa maneira, a
formacéo de biofilme mecanismo é crucial nas contaminacdes hospitalares, pois
permite 0 microrganismo contaminar aparelhos de respiragcdo mecanica que, na
maioria das vezes, infecta pessoas em condi¢cdes de salude ja comprometida na

expressdo de um forte mecanismo de resisténcia (Duan et al., 2024).

Na fisiopatologia de A. baumannii, a outer membrane proteins A (OmpA) é
a principal proteina envolvida no processo infeccioso, atuando de multiplas
maneiras. A OmpA participa do processo de adesdo as células epiteliais,

contribuindo para a viruléncia da bactéria (Choi et al.,, 2008). Quando



encapsulada em vesiculas, OmpA tem acdo no meio extracelular. A vesicula
permite a molécula atravessar a membrana das células e se inserir na
mitocOndria, provocando a fragmentagdo mitocondrial e consequentemente o

processo de apoptose (Tiku, 2022).

No tratamento de A. baumannii s&o utilizadas diversas classes de
antibidticos como as fluoroquinolonas (Geisinger et al., 2019), macrélidos,
lincosamidas e estreptograminas (Martinez-Trejo et al.,, 2022), B-lactamicos
(Djahmi et al., 2014, Sethuvel et al., 2023) e polimixinas (Mohapatra, Dwibedy,
Padhy, 2021). As fluoroquinolonas sdo medicamentos que visam impedir a
sintese de DNA na bactéria, ligando-se as enzimas DNA girase tipo Il e
topoisomerase V. Impedindo o processo de replicacdo do seu DNA (Geisinger
et al.,, 2019). Os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B atuam no
ribossomo da bactéria. Por sua capacidade de se ligar a subunidade ribossémica
50S, blogueia a sintese de proteinas da bactéria inibindo a sintese de proteinas
essenciais para seu funcionamento (Martinez-Trejo et al., 2022). Os antibidticos
B-lactamicos sdo moléculas, as quais se ligam as enzimas envolvidas na sintese
da parede celular, no momento em que ocorre a ligacdo da molécula a enzima
fica impedida de promover o processo de crescimento da membrana,
provocando a lise da bactéria (Sethuvel et al., 2023). A classe das polimixinas
atua principalmente na membrana externa da bacteriana, ao se ligar nos lipidios
da membrana, perturba a sua integridade, provocando a lise da membrana,
sendo considerado, portanto, como bactericida (Mohapatra, Dwibedy, Padhy,
2021).

No entanto, a A. baumannii possui diversos mecanismos de resisténcia
incluindo bombas de efluxo modificacdo dos alvos dos antibioticos, alteracéo de
proteinas ligantes a penicilina, metilacdo do RNA ribossémico, aquisicdo de
elementos genéticos moéveis como plasmideos, transposons e integrons (Tiku,
2022). O que torna o tratamento um desafio. O processo de extrusdo de
compostos é realizado por proteinas acopladas na membrana da bactéria. As
proteinas séo diferenciadas de acordo com as moléculas que interagem, por
exemplo as proteinas AdeABC atuam em -lactdmicos, fluoroquinolonas,
tetraciclina, linamidas, cloranfenicol, aminoglicosideos, enquanto o sistema

AdeFGH é ativo em cloranfenicol e o sistema AdelJK age sobre B-lactamicos,



cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, linamidas, fluoroquinolonas, &cido
fusidico, rifampicina e outros (Xu, Bilya, Xu, 2019). Até mesmo a proteina OmpA
participa da extrusdo de compostos do espaco (Smani et al., 2013). Além de
realizar a extrusdo de compostos, existem cepas de A. baumannii produtores de
enzimas inativadoras de antibioticos. As enzimas OXA-23, OXA-24/40 e OXA-
58 hidrolisam carbapenémicos, enquanto as metalo-B-lactamases, codificadas
pelo Verona Integron, conferem resisténcia aos carbapenémicos e B-lactamicos.
A enzima New Delhi metallo-p-lactamase pode hidrolisar quase todos os -
lactamicos, exceto o monobactamicos (Djahmi et al., 2014). Outro mecanismo
de resisténcia a antimicrobianos € a capacidade da bactéria em modificar os
alvos de ligacdo dos antibidticos. Alteragbes estruturais nas enzimas que
sintetizam a parede celular impedem que a penicilina interaja com a enzima,
tornando-a incapaz de impedir a sintese da parede celular (Sethuvel et al., 2023).
A. baumannii também é capaz de promover modificagdo pés-transcricional no
RNA ribossdmico através de metilagao ou dimetilagdo no grupo funcional 50S, o
gue permite inativar o macrolideo ou alterar o local de ligacdo (Martinez-Trejo et
al., 2022). Vale ressaltar que a literatura destaca a necessidade de néo limitar o
controle de infeccbes apenas ao uso de antibioticos. Devendo ser
providenciadas medidas adicionais, como a triagem precoce dos patégenos, o
aprimoramento da desinfeccdo das instalacbes e o0s processos de
descolonizacdo dos pacientes colonizados por bactérias resistentes, para o

controle eficaz das infec¢cGes hospitalares (Ji, Ye, 2024).

1.4. SEPSE

O Global Burden of Disease consiste em um banco de dados que quantifica
o impacto das doencas no mundo, Rudd et. al. (2020) avaliaram 109 milhdes de
dados do Global Burden of Disease e identificaram que a sepse tem sido
responsavel pelo 6bito de 21 milhdes de pessoas, em outras palavras, 1 em cada

5 mortes sdo causadas por sepse.

A sepse é uma designacao médica, a qual nomina uma infec¢ao sistémica
grave, que pode evoluir para uma sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgaos e
choque séptico (Berman-Riu et al., 2024). O diagnéstico clinico da sepse

prescinde de apresentacao de 2 ou mais sintomas: febres, fraqueza muscular,



alteracbes na pressao arterial, aumento na frequéncia cardica respiratoria,
atividade mental alterada leucocitose ou leucopenia. (Singer, Deutschman,
Seymour, 2016; Zhang e Ning, 2021). O progndstico da sepse se agrava quando
atinge pessoas idosas (Starr e Saito, 2014), obesas (Eng et al., 2024), com
doencas cronicas cardiacas, renais, sedentarismo, e até a demora na
caracterizacdo da doenca pode ser um fator que afeta negativamente o

prognéstico (Niederman et al., 2021).

A obesidade pode ser considerada outro fator que modifica a atividade
imunolégica, pois 0 acumulo excessivo e aumentado de adipdécitos atrai a
agregacdo de macréfagos, promovendo a inflamacdo, que resulta em

desregulacéo imunoldgica e inflamacao sistémica cronica (Eng et al., 2024).

Estudos mostram que praticantes de caminhada tém maiores chances de
sobrevida, visto que o0 sedentarismo esta associado a doencas cronicas e
aumenta a atividade inflamatoria no sistema imunoldgico (Stattin et al., 2024; Lee
et al., 2024). Por fim, o fator mais critico no prognostico da sepse é o tempo de
atendimento. Devido ao fato de pacientes em choque sépticos terem que iniciar
o tratamento de antibidtico imediatamente apds o diagnostico, atrasos no
reconhecimento implicam em uma diminuicdo na efetividade do tratamento
(Niederman et al., 2021).

No processo infeccioso, 0 microbio ao interagir com 0s antigenos ou
receptores celulares, capazes de realizar o reconhecimento de padrdes
moleculares, consequentemente ocorre o aumento da expressao de citocinas
inflamatorias IL -1, IL-6 e Tumor Necrosis Factor-a (Moriyama; Nishida, 2021).
As citocinas IL-1B e TNF-a promovem o recrutamento de outros macrofagos,
células-T e neutrdéfilos (Midiri et al., 2021), enquanto, a IL-6 sinaliza a atividade
bacteriana (Li et al., 2021). Contudo, quando o microrganismo atinge a circulacao
sanguinea, a resposta inflamatoéria € exacerbada, um estudo retrospectivo com
pacientes com sepse identificou 11 citocinas alteradas durante um quadro de
sepse (Matsumoto et al., 2018). A IL-1B liberada pelo macréfago durante a
resposta inflamatdria, estimula a producdo de 6xido nitrico, que tem um efeito
vaso dilatador no endotélio (Chandra et al., 2006). O excesso de Oxido nitrico
induzido pela IL-1B, reduz o desempenho cardiaco, levando a diminuicdo na

perfusdo. Com a hipoperfusdo, a entrega de oxigénio as células é reduzida,



comprometendo o metabolismo aerdbico. A diminui¢cdo do oxigénio leva a célula
a realizar a fosforilacdo da glicose. Razé&o pela qual, o &cido latico € monitorado
durante a sepse. Desse modo, maiores concentracdes de lactato estao

associadas a quadros de sepse mais graves (Nolt et al., 2018).

Para diminuir os efeitos nocivos causados pela sepse sobre o organismo,
o exercicio fisico (EF) pode ser um forte aliado para auxiliar o organismo a
prevenir a sepse de um modo mais eficiente (Nieman e Wentz, 2019). A prética
regular de EF proporciona o controle de peso corp6éreo prevenindo o
desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis, como a obesidade,
diabetes e hipertensédo arterial, fatores que podem agravar o paciente durante
um quadro de sepse (Fang; Zhang, 2024). Diversos estudos demonstram que o
EF melhora atividade inflamatoria, uma vez que promove a diminuicdo das
citocinas pro-inflamatoria, promovendo um efeito protetivo em diversos tecidos
do organismo (Choi et al., 2024.; Shabab et al., 2024.; Vermeersch et al., 2024).
Dessa maneira, a pratica de EF promove diversas alteracfes fisiologicas que
ajudam na reducdo de desenvolvimento de doencas que agravam a sepse,
melhora a oxigenacdo no organismo e regula a atividade inflamatéria, todos

fatores que podem contribuir com o agravo da sepse.

1.5. Exercicio fisico

No cotidiano das pessoas a atividade fisica e o EF sdo termos utilizados
como sinénimos, entretanto na ciéncia do movimento, ambos possuem
caracteristicas bem distintas. A atividade fisica é definida como qualquer
movimento corporal produzido pelos muasculos no qual resulte em gasto
energético. E exemplo de atividade fisica, ir ao trabalho a pé. O EF é conceituado
como conjunto de atividades fisicas planejadas com o objetivo de melhorar ou
manter um ou mais componentes de aptidao fisica, tal como o levantamento de
peso (Bai; Hasnimy; Li, 2024). Conhecido por desempenhar um papel
fundamental no bem-estar das pessoas, o EF se subdivide em aerdbico e

anaerobico. Conhecer suas diferencas é essencial para sua aplicacdo na saude.

O exercicio fisico aerGbico possui a caracteristica de ser um exercicio de
baixa intensidade e de duracédo prolongada, tal como uma corrida de maratona.

A producéo de adenosina trifosfato (ATP) é realizada através da metabolizagéo



dos lipidios na presenca de Oxigénio (O2). Contudo, 0 aumento na demanda de
ATP faz com que seja absorvido mais O aumentando também as
concentragdes de didxido de carbono (CO3) acidificando o sangue. Para atender
0 aumento da demanda por energia, as células metabolizam os carboidratos sem
a presenca de O, caracteristica que define o exercicio fisico anaerdbico. A
respiracao anaerdbica permite aumentar a producdo de energia, diminuindo as

concentragdes de CO2 (Hogan, 2020).

Ap6s o processo de fosforilagdo da glicose € emitido um subproduto, o
lactato. Portanto, maiores concentragcbes de lactato indicam uma maior
intensidade do exercicio, motivo que leva o monitoramento das concentracdes
sanguineas de lactato para distinguir o exercicio aerobico do anaerobico (Li et
al., 2022). O American College of Sport Medicine, para fins de prescricao do
treinamento fisico, classifica 0 EF em 3 tipos: de baixa, média e alta intensidade
(Feito et al., 2021). Neste conceito a intensidade corresponde com a quantidade
de energia gasta durante a execucdo do EF. As diferentes intensidades de
exercicio modulam o sistema imunologico de maneiras diferentes, inclusive em
momentos (Suzukie e Hayashida, 2021). Enquanto o exercicio anaerébico
proporciona uma reducdo na atividade inflamatéria, o exercicio anaerdbico

promove um aumento na atividade inflamatéria (Scheffer; Latini, 2020).

As alteracbes induzidas pelo EF na atividade inflamatéria promovem
alteracdes na quantidade de leucadcitos, linfécitos e neutrofilos e na expressao
das citocinas (Schlagheck et al., 2020), as quais podem ser observadas tanto
logo ap6s o encerramento da atividade fisica (Barcellos et. al., 2021), quanto
varios meses apos o treinamento (Nieman e Wentz, 2019), O EF pode induzir as
células imunes ativadas, macrofagos, neutréfilos e células T, a mudar da
fosforilacdo oxidativa para a glicélise aerébica de maneira semelhante as células
tumorais (Wang, Wang, Tang, 2021), pois as células mesmo na presenca de
oxigénio utilizam niveis mais elevados de glicose — Efeito Warburg (Potter;
Newport; Morten, 2016). Existem evidéncias mostrando que as
imunomodulacdes causada pelo EF ndo apenas diminui a expressdo das
citocinas inflamatorias como também reduz o estresse oxidativo, esse efeito
promovendo um efeito protetivo nos tecidos cerebrais (Choi et al., 2024),

cardiacos (Shabab et al.,, 2024), pulmonares (Vermeersch et al., 2024),



hepéticos (Osuru et al., 2023) e renais (Costanti-Nascimento et al., 2023), haja

visto que reduz a expressao de genes apoptoticos.

Além disso o EF pode estar associada a um menor risco de contrair uma
infeccdo ou sepse podendo ser um meio para reduzir os riscos de sepse (Lee et
al.,, 2024; Stattin, 2024). Durante o quadro de sepse, ocorre 0 aumento
descontrolado da atividade inflamatéria e disfun¢cdes no sistema cardiovascular,
neuroldgico, respiratério e hepético, contudo em individuos treinados a
inflamacéo sistémica e o estresse oxidativo séo menores (Wu et al., 2022). A fim
de verificar o efeito do treinamento fisico intervalado em esteira, realizado 3 dias
por semana durante 8 semanas sobre a sepse induzida por ligagdo e puncéo do
ceco, identificou-se que camundongos néo treinados tem uma sobrevida de
20%, enquanto os animais treinados 70%, ademais os treinados apresentaram
maiores concentracbes de superoxido dismutase e catalase, enzimas

importantes no processo de controle do estresse oxidativo (Kim et al., 2024).

Em modelo de sepse induzida por infeccdo pulmonar, animais treianados
tiveram menores unidades formadoras de colonias de Streptococcus
pneumoniae que os animais nado treinados (Olivo et al., 2014). O efeito do
exercicio em promover diminuicdo nas unidades formadoras de colonias no
pulmdo também se repetiu em modelos de sepse induzida por Klebsiella
pneumoniae (Sumar et al. 2021). Além de promover aumento da sobrevida em
individuos em sepse, o EF também pode modular a resposta inflamatéria, em
modelo de sepse por LPS, o treinamento aerdbico proporcionou aumento das
concentracgfes da citocina IL-10 e diminuicdo das citocinas IL-6 e TNF-a (Wang,
Wang e Tang, 2021).

O treinamento, mesmo apO0s um periodo de destreino, aparentemente é
capaz de reduzir a expressdo de marcadores de atividade inflamatoria
importantes, como TNF-a, IL-1B, bem como as concentragfes séricas de Glicose
frente a uma infeccdo induzida por LPS (Zhang et al., 2024). Dessa maneira,
mostra-se promissora a utilizacdo do EF como medida para prevenir o agravo da
sepse, podendo ser um forte aliado no controle a sepse, uma vez que individuos
treinados tiveram menores concentracdes de citocinas inflamatérias (Olivo et al.,
2014; Sumar et al. 2021; Wang, Wang, Tang, 2021), maiores concentracoes de
enzimas antioxidantes (Kim et al., 2024; Olivo et al., 2014; Wang, Wang e Tang,



2021), menor producéo de lactato (Wang, Wang e Tang, 2021) ainda que tenha
aumentado a disponibilizacéo da glicose circulante (Wang, Wang, Tang, 2021),
menor formacao de colonias bacterianas (Olivo et al., 2014; Sumar et al. 2021),
resultando em uma maior sobrevida (Kim et al., 2024; Sumar et al. 2021; Wang,
Wang, Tang, 2021).

2. OBJETIVOS
Investigar se o exercicio fisico é capaz de reduzir os efeitos deletérios em

camundongos submetidos a sepse por Acinetobacter baumannii.



2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Padronizar um modelo de exercicio fisico de natacdo para camundongos.

2.1.2. Verificar o efeito agudo do exercicio fisico na quantidade de leucécitos,
linfocitos mondcitos e neutrdfilos circulantes.

2.1.3. Verificar o efeito agudo do exercicio fisico na expressao das citocinas IL-
1B, IL-6, TNF-a.

2.2. Padronizar um modelo de sepse por Acinetobacter baumannii em
camundongos.

2.2.1. Padronizar o crescimento bacteriano de uma cepa de Acinetobacter
baumannii, de um isolado clinico.

2.2.2. Determinar uma concentragao bacteriana capaz de diminuir a sobrevida
dos animais de 50 a 80%.

2.3. Verificar se um treinamento de 21 dias aumenta a sobrevida dos animais
submetidos a sepse.

2.3.1. Constatar se um treinamento de 21 dias é capaz de alterar as quantidades
de leucdcitos, linfécitos mondcitos, neutréfilos circulantes.

2.3.2. Verificar se um treinamento de 21 dias altera as concentragdes basais de
citocinas IL-1B3, IL-6 e IL-10.

2.4. Conferir os parametros imunologicos dos animais sobreviventes.

2.4.1. Averiguar a quantidade de leucdcitos, linfécitos mondcitos, neutréfilos
circulantes dos animais sobreviventes.

2.4.2. Verificar as quantidades de citocinas dos animais sobreviventes IL-183, IL-
6 e IL-10.

3. METODOLOGIA
Para a realizacdo do estudo proposto foram conduzidos 3 experimentos
(Figura 2). O primeiro experimento foi a padronizacdo da natacdo em modelo
animal como forma de exercicio fisico, o segundo experimento foi realizado para
padronizar a concentracdo bacteriana capaz de causar de 50 a 80% de
sobrevida e o terceiro experimento foi o treinamento de natacdo, com novos
animais, e posteriormente os animais foram desafiados com sepse por A.

baumannii.
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Figura 2 O fluxograma descreve os protocolos experimentais utilizados para avaliagdo do efeito
do exercicio fisico sobre a sepse causada por A. baumannii em camundongos. A padronizacdo
do experimento foi divida em duas etapas principais: padronizacdo do exercicio e padronizacéo
da curva de sobrevida. A secdo de exercicio foi composta pelos procedimentos adaptacao,
avaliacdo, treinamento e reavaliacdo, compondo o protocolo de exercicio. Paralelamente ao
exercicio, a curva de sobrevida foi composta pelos procedimentos crescimento bacteriano e a
determinacéo da carga bacteriana, conduzindo ao protocolo de infecgdo. Ambos os protocolos
convergem para o ensaio de sobrevida, portanto, aplicacdo do protocolo de exercicio fisico,

seguido pelo protocolo de infec¢éo. “llustragcdo produzida no BioRender.com”.

2.1. Animais experimentais

Nesse experimento foram utilizados 84 camundongos Swiss machos e
fémeas, com 4 semanas de idade com 22-25g, fornecidos pela Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, mantidos com livre acesso a agua e ragao
padrao (Nuvilab® CR-1, Nuvital, PR, Brasil), em sala com iluminagao (ciclos-
claro e escuro de 12 h) e temperatura controlada (22-24°C), no Biotério da
Universidade Catdlica Dom Bosco - UCDB. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo animal
da UCDB, sob os protocolos 034/2022 e 031/2023.



2.2. Padronizagao do treinamento em camundongos

A primeira etapa do experimento consistiu na padronizagdo da natagéo,
com o objetivo de estabelecer um treinamento fisico para camundongos,
permitindo avaliar a aptidao fisica e promover o desenvolvimento fisico dos
animais. O ensaio teve a duragéo de 35 dias e foi dividido em trés fases: natagao,

avaliacao fisica, exercicio fisico e reavaliagéo.

2.2.1. Adaptagao

Para o ensaio de adaptacéo foram utilizados 20 animais. O protocolo de
adaptacao teve uma duracéo de 12 dias e foi aplicado em todos os animais. Nos
3 primeiros dias, os animais foram retirados da caixa, imobilizados, contidos pelo
dorso e cauda, por 3 vezes e colocados de volta a caixa (Figura 3A). Do 4° ao 6°
dia, os animais foram novamente contidos e ao final do procedimento tinham a
cauda levemente pressionada com auxilio de uma pinga cirdrgica. Ressalta-se
gue o procedimento de pressionar a cauda do animal foi inserido como uma
etapa da contencdo. No 7° dia, os animais foram contidos e colocados em uma
piscina de 80cm de diametro com 2 litros de agua a 30°+1° de modo que
permitissem os camundongos encostar as patas no fundo da piscina. Do 8° até
o 12° dia os camundongos foram contidos e a profundidade da piscina foi

aumentada em 2 litros por dia — Figura 3B (Rodrigues et al., 2017).

2.2.2. Avaliagao fisica

Para determinar a capacidade fisica dos camundongos, foram escolhidos
aleatoriamente 6 animais - 3 machos e 3 fémeas. Inicialmente, foi coletado uma
amostra de sangue ~25uL da veia caudal, com auxilio de uma agulha 26G (13 x
0,45mm) para dosagem da concentracao de lactato (Figura 3C, 1). Na sequéncia
o animal era colocado para nadar (Figura 3C, 2). Decorridos 5 min de exercicio,
coletava-se outra amostra de sangue e acrescentava-se 0,59 de peso a sua
cauda (Figura 1C, 3), retornando-o a piscina por mais 5 min (Figura 3C, 4). Ao
término desse tempo, o animal foi retirado, coletado outra amostra de sangue e
acrescentado mais 0,59 (Figura 3C, 5). Este processo se repetiu até o momento
em que o animal apresentasse exaustao (Figura 3C, 6), considerando exausto
guando fosse incapaz de manter as narinas acima da superficie da agua por 10s
(Kregel et al., 2006; Santos et al., 2018).



2.2.2.1. Mensuracgao de lactato.

A quantificagdo de lactato realizada durante a avaliagdo fisica foi
determinada pelo aparelho lactimetro Accutrend Lactate, Roche. Para a analise,
foi coletado ~25uL, colocados nas tiras proprias para andlise e avaliadas pelo
aparelho (Santos et al., 2018).

2.2.3. Treinamento

ApOs as fases de adaptacao e avaliacéo fisica, os animais foram separados
em grupos para a etapa de treinamento. A modalidade de treinamento (exercicio)
utilizada foi a natagéo, aplicada conforme Resource Book for Desingn of Animal
exercise protocol (Kregel et al., 2006) com adaptacbes. O treinamento foi
executado em uma piscina de PVC com 35 litros, com formato circular, medindo
80 cm de diametro, com profundidade de 25 cm e agua mantida em 30 £ 1°C.
Os animais foram divididos em 4 grupos, cada um com 5 camundongos, sendo:
grupo 1 — controle; grupo 2 — receberam treinamento de natagdo sem acréscimo
de peso, grupo 3 - receberam treinamento de natacdo com acréscimo de 1,5 g
de peso corpéreo e grupo 4 - receberam treinamento de natagcdo com acréscimo
de 3 g de peso corporeo. Aos animais foram submetidos por 10 min de natacéo
ao dia, durante 5 (cinco) dias por semana, com repouso aos finais de semana (2
dias), pelo periodo total de 3 (trés) semanas (figura 1D). Trés animais do mesmo
sexo foram alojados simultaneamente na piscina, onde se impediam: o contato
entre eles, subida na parede, balanco, flutuacdo ou mergulho (Kregel et al.,
2006). Ao término de cada sessédo de exercicio fisico, os camundongos foram
secos com flanela apropriada, para evitar hipotermia, observados por 30 min e
mantidos em temperatura ambiente. No ultimo dia de treinamento, 0s animais
foram reavaliados fisicamente, por meio da analise de mensuracdo do lactato
(figura 3C). Os demais camundongos executaram o treinamento proposto (figura

3D). Os animais foram eutanasiados apds o treinamento e avaliacao.
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Figura 3 Representacdo esquematica do programa de exercicio. Adaptacdo ao manuseio dos
animais (A). Adaptacéo ao meio (B). Processo de Avaliacéo fisica (C). Programa de treinamento

(D). “lNustragéo produzida llustracdo produzida no BioRender.com”.

2.3. Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada por aprofundamento de anestésico
com cetamina e xilazina (150 mg. kg 1) e (7,5 mg. kg?), seguido de
deslocamento cervical; o sangue total dos animais foi coletado pelo método

cardiocentese, utilizando seringa de 1 mL e agulha 26G.

2.4. Anadlise sanguinea

2.4.1. Contagem de células imunolégicas

O sangue foi destinado para a contagem automatizada de células
sanguineas pelo equipamento analisador hematologico URIT5160.
Determinando a quantidade de células leucocitarias, linfécitos, mondcitos,

neutrofilos. O plasma do sangue foi armazenado para andlise de citocina.



2.4.2. Dosagem de citocina

Foram quantificadas as concentracdes plasméaticas das citocinas TNF-q,
IL-1B8, IL-6, IL-10 utilizando kit Peprotech, de acordo com instru¢cdes do

fabricante, para as amostras de plasma previamente armazenadas.
2.5. Padronizagao da curva de sobrevida

2.5.1. Padronizagao do crescimento bacteriano

A cepa de A. baumannii utilizada nesse experimento foi adquirida de um
isolado clinico. Para determinacdo da fase exponencial (log) e das unidades
formadoras de col6énia (UFC.mL™t), a cepa foi cultivada em meio Mueller-Hinton
agar - MHA - (Figura 4A), por 18h, overnight, a 37 °C. No dia seguinte, 3 colbnias
distintas da bactéria foram transferidas para um tubo falcon de 50 mL, com
Mueller-Hinton caldo (MHC) overnight a 37°C, com agitacdo de 200 rpm (Figura
4B). Posteriormente, uma aliquota de 100 pL da cultura foi adicionada a 4900 uL
de MHC. A partir disso, foram realizadas leituras pontuais a cada 30 min, em
espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer) a um comprimento de onda de
600 nm (figura 4C). Estabelecida a fase log, determinou-se os valores de
unidades das UFC.mL™, a partir da Densidade Optica (DO) que correspondesse
a 50% da fase log. Dessa forma, uma aliquota de 100 pL da cultura overnight foi
adicionada a 4900 uL de MHC para que cada cultura pudesse atingir a DO ideal
(Figura 4D). Em seguida, foi realizada uma diluicdo seriada, semeadas em MHA
e incubados em estufa a 37°C, para posterior contagem de colonias, contadas

manualmente. O valor total foi calculado pela seguinte equacao:
R U
- 5x1072

N= Concentracdo bacteriana, expressa em UFC.mL?; C= n.° da média de
colénias por placa, D= n.° da diluicdo; 5x102 mL= volume utilizado para a

semeadura 50 pL (Wiegand, Hilpert, Hancock, 2008).
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Figura 4: Representacéo esquematica da padronizacdo do processo de determinacdo de carga
bacteriana. “llustracéo produzida llustracdo produzida no BioRender.com”.

2.5.2. Determinagao de concentragao bacteriana

Objetivando uma sobrevida entre 50% e 80%, foi realizado experimento
com 20 animais divididos em 4 grupos, 5 camundongos por grupo. Sendo, que
0 grupo controle recebeu uma solucao fisiolégica; os demais grupos receberam
respectivamente uma concentracdo bacteriana de 8x107, 1x108 e 2x108 (Figura
4E). Apos a infeccdo, os animais foram monitorados por 5 dias (figura 2F),
observando quanto a presenca de dor, angustia ou estresse causado, utilizando
a tabela “A guide to defining and implementing protocols for the welfare
assessment of laboratory animals: eleventh” da European Commission Expert
Working Group (Hawkins et al., 2011).

2.6. Treinamento de natacao e sobrevida em camundongos apés infecgao
por A. baumannii

Apés a etapa de padronizacdo de concentracéo bacteriana foi realizado o
ensaio, o qual os animais foram treinados e apds o treinamento foram desafiados

pela sepse por A. baumannii. No ensaio de sobrevida foram utilizados 40



camundongos. Para execucao do treinamento foi utilizado o protocolo descrito
no 2.2. Na etapa seguinte, foram selecionados 6 animais, 2 de cada grupo que
realizou exercicio, aleatoriamente para a realizacdo da avaliacdo fisica, de
acordo como item 2.2.2. Determinado o limiar anaerébio, os animais foram
submetidos ao treinamento estabelecido no protocolo 2.2.3 por 21 dias de
exercicio. Ao final do treinamento, os animais ficaram 48 h de repouso e apés a
recuperacéo, os camundongos (3 animais de cada grupo) foram separados para
eutanasia, visando verificar se o programa de exercicio fisico foi capaz de alterar
0s parametros imunolégicos dos animais. Vinte e quatro animais foram
selecionados para participar do desafio de sepse. A infeccéo foi realizada por via
intraperitoneal, utilizando 200 pL de solugdo fisiolégica contendo uma
concentracédo de 1 x 108 bactérias A. baumannii, concentracdo que resultou em
uma taxa de sobrevivéncia de 60%. ApoOs a infeccdo, os animais foram
monitorados quanto aos parametros de sofrimento (endpoints), conforme
descrito por Hawkins et al. (2011). Os animais que sobreviveram apos sete dias
foram submetidos a eutanasia, conforme o protocolo descrito na secédo 2.3, e 0

sangue foi coletado para analise dos parametros imunologicos.
2.7. Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram calculadas através do programa GraphPad
Prism 5. Neste programa, utilizou a andlise de variancia (ANOVA One Way) para
comparar as diferencas entre as analises. As comparacfes multiplas foram
realizadas pelo pés-teste de Bonferroni. Para a comparacdo das médias da
concentracdo de lactato sanguineo, utilizou-se o Test-T Stundent para amostras
independentes. Os resultados foram expressos como meédia + e desvio padréo

e as diferencas consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de verificar o efeito do EF sobre a sepse causada por A. baumannii
em camundongos, o trabalho foi dividido em 3 fases. A padronizagcdo do
exercicio e da curva de sobrevida e o desafio a sepse (figura 1). A padronizacao
do exercicio, foi subdividida em 4 etapas: adaptacdo ao manuseio e adaptacao
ao exercicio, avaliacdo fisica dos animais, treinamento e reavaliagdo. Na
segunda fase, foi realizado a padronizacdo do crescimento da bactéria in vitro, a
gual foi subdividida em outras 2 etapas: crescimento bacteriano in vitro e a curva
de sobrevida. Por fim, o ensaio de sobrevida foi composto pelo treinamento dos

animais com indugéo a sepse por A. baumannii.

Na primeira etapa de padronizacdo do treino de natacao, foram utilizados
20 camundongos. Apos a fase de adaptacéo, 6 dos 20 animais foram escolhidos
aleatoriamente para avaliacao fisica. Os camundongos foram submetidos a um
teste progressivo de esforco até a exaustdo, mensurando a concentracao de
lactato periodicamente, como descrito na sec¢do da metodologia, item 2.2.2.1,

para produzir uma curva de lactato.

Na Figura 5, verifica-se que a média da concentracdo basal de lactato no
grupo de exercicio foi de 4,66 mmol.Lt. Apés 5 min de exercicio, essa
concentracdo aumentou para 6,96 mmol.L, momento em que foi incrementado
0,5g de peso corporeo. Apos 10 min, a concentracdo de lactato subiu para 7,03
mmol.L? e o peso corpéreo incrementado para 1g. Aos 15 min, a concentracdo
de lactato subiu ligeiramente 7,05 mmol.L!, sendo incrementado o peso
corpéreo para 1,59 de peso. Aos 20 min, com 2g de peso, a média da
concentracdo de lactato aumentou significativamente para 11,08 mmol.L* em
comparacao com a concentracao anterior (p<0,05, Test-T Student). Neste ponto,
o exercicio foi interrompido devido a exaustéo fisica dos animais. As medi¢des
subsequentes, foram realizadas apos a cessacado do exercicio, mostraram um
retorno gradual a homeostase, com a Ultima mensuracdo indicando uma
concentracdo de 6,03 mmol.L't. O grupo controle foi expostos a piscina com
agua em uma profundidade que os permitissem encostar as patas no fundo e
tiveram o lactato mensurado a cada 5 min, da mesma maneira que 0 grupo
exercicio, com duracao igual ao tempo de execuc¢éo da avaliagéo fisica. No inicio

do experimento, a média da concentragdo de lactato no grupo controle foi de



4,66 mmol.L. Aos 20 min de avaliagdo, essa concentragdo aumentou para 6,5
mmol.L* (Figura 5). Comparando as médias das concentragdes de lactato entre
0 grupo controle e o grupo exercicio, verifica-se que a média do grupo exercicio
é significativamente maior (p<0,05, Test-T Student). Portanto, 0s aumentos na
concentragdo de lactato dos camundongos submetidos a natagédo (figura 5)
indicam que o protocolo desenvolvido pode ser considerado EF na modalidade
natacéo, visto que o grupo exercicio atingiu maiores concentracdes de lactato ao
comparar com o grupo controle. Além disso, foi possivel determinar limiar de
anaerdbico aos 15 min de exercicio, com o acréscimo de 1,5 g de peso corpéreo,
alcancando uma concentracdo de 7,05 mmol.Lt. O aumento nas concentracdes
de lactato aos 20 min de exercicio foi significativamente maior do que a medicéo
anterior (p<0,05, Teste-T Student). Aos 40 min, as médias das concentrac¢des de
lactato entre 0s grupos exercicio e controle ndo apresentaram diferencas
significativas.
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Figura 5 Curva de lactato sanguineo dos camundongos submetidos & avaliacao fisica relativa
ao ensaio de padronizagéo do exercicio, mensurada com o uso de lactimetro (mmol.L?). A linha
azul refere-se as mensuragfes da concentracdo de lactato do grupo exercicio. Enquanto, a linha
preta se refere mensuracao de lactato dos animais do grupo controle. # Comparacgédo das médias
de lactato do grupo exercicio p<0,05, Test-T Studant. * Comparac¢éo das concentracéo de lactato
entre 0s grupos controle e exercicio, p<0,05, Test-T Studant. A barra de acréscimo indica que o



primeiro acréscimo de peso ocorreu no 5° min de exercicio sendo incrementado a cada 5 min
até o 20° min.

A curva de lactato consiste em um instrumento que permite identificar as
condi¢Oes de esforgo, as quais se encontram o exercicio aerdbico ou anaerobico,
portanto, sendo um indicador utilizado para prescricdo de um treinamento fisico.
Durante a aplicacdo de um teste progressivo de esfor¢co sao coletadas amostras
de lactato sanguineo, a cada momento em que o exercicio é intensificado. Ao
final do teste, os dados obtidos da concentragéo de lactato sdo plotados em um
grafico. No momento em que se é verificado um aumento significativo na
concentracdo de lactato indica a transicdo do exercicio aer6bico para
anaerobico. O limiar é a condig&o limite do exercicio aerdbico (Beck et al., 2014).
No processo de metabolizacdo dos carboidratos, conforme o acido latico é
produzido, o organismo é capaz de remover a molécula, porém no limiar, a
remocao de lactato se iguala a producéo, porém quando aumenta a importancia
anaerobica o organismo produz mais lactato do que pode remover (Orsi et al.,
2023).

Determinada as condi¢Ges que difere cada tipo de exercicio, 0s animais
foram divididos em 4 grupos, cada um com 5 animais. Grupo 1 — controle, grupo
2 — receberam treinamento de natacdo sem acréscimo de peso, grupo 3 -
receberam treinamento de natacdo com acréscimo de 1,5 g de peso corpéreo e
grupo 4 - receberam treinamento de natacdo com acréscimo de 3 g de peso
corporeo. E os trés ultimos grupos foram submetidos a 21 dias de treinamento.
No 21° dia foi realizado uma reavaliacdo da aptidao fisica com 0os mesmos
individuos que realizaram a avaliacdo fisica. Os animais que nao participaram
da avaliacdo fizeram novamente uma sessdo de exercicio, conforme as

condicBes estabelecidas para cada grupo.

Observa-se na figura 6 que a média da concentracdo basal de lactato do
grupo exercicio estava em 3,96 mmol.L, aumentando para 4,7 mmol.L?, aos 15
min de exercicio, a média da concentragdo de lactato diminui para 3,6 mmol.L?,
em 20 min voltou a aumentar, 6,33 mmol.L, 25° min teve uma ligeira reducéo
para 6,3 mmol.L* no 30° min a concentracdo de lactato teve um pequeno

aumento para 6,13 mmol.L, atingindo o pico, 8,25 mmol.L't, em 35 min de



exercicio, com acréscimo de 3,5g de peso, encerrando a avali¢céo fisica devido

aos animais terem chego a exaustao.

Os dados da reavaliagdo demonstram que houve melhora nos indicadores
de aptidao fisica, pois comparando com os dados da avaliacao fisica (figura 5),
todos os parametros tiveram alteracdes. As concentracoes de lactato ao final da
avaliacdo diminuiram em 3,55 mmol.L!, enquanto o tempo de execucdo de
exercicio aumentou em 15 min e a carga suportada aumentou 1,5g,
representando um aumento de 75% tanto no tempo de execucdo do exercicio,

guanto na capacidade de suportar acréscimo de peso.

Avaliando os animais do grupo controle, percebe-se que no 30° min suas
concentracOes de lactato aumentaram a ponto de ndo ser possivel distinguir do
grupo exercicio, aos 35 min, a concentracdo de lactato do grupo exercicio

aumentou significativamente do grupo controle, p>0,0005 (figura 6).
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Figura 6: Curva de lactato sanguineo dos camundongos submetidos a reavaliagéo fisica relativa
ao ensaio de padronizacao do exercicio. A linha azul refere-se as mensurac¢des da concentracédo
de lactato do grupo exercicio. Enquanto a linha preta se refere mensuracdo de lactato dos
animais do grupo controle. # Compara¢é@o das médias de lactato do grupo exercicio p<0,05.**
comparacao das médias entre 0s grupos controle e exercicio p<0,001, Test-T Student. A barra
de acréscimo indica que o primeiro acréscimo de peso ocorreu no 5° min de exercicio, sendo
incrementado a cada 5 min até o 35° min.

Gibb et al. (2016) treinaram um grupo de camundongos FVB/NJ em

aproximadamente 75% de sua capacidade maxima durante 4 semanas.



Comparado os dados da aptidao fisica, pré-treinamento com pds-treinamento,
constatou uma melhoria de ~1,7 vezes na distancia percorrida e um aumento de
~2,4 vezes na forca de trabalho dos camundongos, sendo calculada através da
férmula [calculado como o produto do peso corporal (kg) pela distancia vertical
(m); distancia vertical = (distancia percorrida) (sin8), onde 8 = o angulo de
inclinacdo da esteira de 0° a 15°]. Logo, os dados obtidos indicam que a
exposicao dos animais a piscina pode ser considerada EF, uma vez que quando
os animais do grupo exercicio foram considerados exaustos apresentaram
maiores concentragdes de lactato quando comparados com o grupo controle.
Além disso, a exposicdo da natacdo com acréscimo de peso pode ser
considerado um modelo de treinamento, pois, os camundongos, apoés
executarem 21 dias de treinamento, obtiveram melhora na aptidao fisica, dado
gue 0s animais permaneceram mais tempo em exercicio e suportaram mais

acréscimo de peso.

Apoés a reavaliacdo fisica, os animais foram eutanasiados e 0 sangue
coletado para realizacdo de um hemograma. O exame demonstrou que a
guantidade de leucocitos média do grupo 1 foi de ~1,3x10°.L, grupo 2
~1,5x10°.L%, grupo 3 ~2,33x10°.L*! e grupo 4 ~2,823x10°.L* (figura 7A). A
comparacao entre os grupos demonstra que a média de leucocitos do grupo 4
foi significativamente maior do que o grupo 1 (p<0,0005) e grupo 2 (P<0,05),
Anova One way, pos teste Bonferroni. Ao avaliar a quantidade de linfocitos na
figura 7B, verifica-se que o0 grupo 1 apresentou uma quantidade média
~0,35x10°.L*, o grupo 2 ~0,94 x10°.L%, o grupo3 ~1,578x10°.L* e grupo 4,~ 0,95
x10°.Lt. Comparando as variancias entre os grupos, percebe-se que as médias
do grupo 4 foi maior do que o grupo 1 e grupo 2 (p<0,0005). Ja o grupo 3
apresentou uma média maior do que o grupol, Anova One way, poOs teste
Bonferroni. A avaliacdo da quantidade de mondcitos (figura 7C) mostra que o
grupo 1 apresentou uma média de ~0,05x10°.L%, o grupo 2 ~0,18x10°.L1, o
grupo 3 ~0,15 x10°.L* e grupo 4 ~0,05x10°.L1. Ao comparar as médias entre 0s
grupos, verifica-se que o grupo 2 apresentou valores médios maiores do que o
grupo 1 e grupo 4 (p<0,005). O grupo 3 deve maiores concentracfes de
mondcitos maiores, (~0,15 x10°.L1) apenas quando comparados ao grupo G1

(p<0,05) Anova One way, pos teste Bonferroni. Por fim, ao avaliar a quantidade



de neutrdfilos, observa-se que a média do grupo 1 ~0,40 x10°.L™%, grupo 2 ~0,51
x10°.L%, grupo 3 ~0,51 x10°.L™%, grupo 4 ~1,75 x10°.L"t. Comparando as médias
obtidas pelo grupo 4, foi maior do que o grupo 1, grupo 2, grupo 3 (p<0,005), néo
havendo diferengas entre os demais grupos (figura-7D).
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Figura 7: Painel referente a contagem de células: leucécitos - A, linfécitos - B, neutréfilos - C,
mondcitos, neutrdéfilos - D dos camundongos do grupo controle — G1; natagdo — G2; natagdo com
acréscimo de 1,5g— G3; natagcdo com acréscimo de 3g - G4, logo apds o exercicio. A contagem
de células foi realizada de modo automatizado pelo equipamento analisador hematoldgico
URIT5160. (*p<0,05, **p=0,005, *** p<0,0005; Anova One-Way, Pds Teste Bonferroni).

O aumento da quantidade de leucécitos em camundongos apds o0 exercicio,
teve um efeito similar ao que ocorre em homens adultos submetidos a um
treinamento de 50 min de exercicio aerdbico, p<0,01 (Schlagheck et al., 2020).
Apesar dos grupos estudados terem tempo de exposicdo ao EF diferente, em

ambos os ensaios 0 EF ocasionou aumento nas quantidades de leucdcitos,
p<0,0005.

Com o objetivo de verificar a atividade das células logo apés a realizacao
do EF, avaliou-se as concentragdes de citocinas das TNF-a IL-6 e IL-1f dos
animais submetidos ao ensaio de exercicio fisico. Os animais do grupo 1

apresentaram valores significativamente maiores, de TNF-a (601 pg.mL™), IL-6



(1295 pg.mL?) e IL-1B (1090 pg.mL?), qguando comparado aos camundongos
dos grupos 2, grupo 3 e grupo 4 (figura 8).
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Figura 8: Avaliacao das concentracdes das citocinas TNF-a A, IL-6 B, IL-1p C em ensaios in vivo
camundongos: controle — G1; Submetidos a natacdo — G2; natacdo com acréscimo de 1,5g de
peso corpéreo — G3; natacdo com acréscimo de 3g - G4, apés 21 dias de exercicio. A avaliagdo
da expressédo das citocinas foi realizada utilizando o método ELISA sanduiche, com o kit ABTS
(PeproTech). A deteccdo de coloracao foi realizada em um leitor de microplaca a 405nm com
correcdo de comprimento de onda 650nm. ** p<0,0005; Anova One-Way, POs Teste
Bonferroni). Os valores neste experimento com valor igual a zero ficaram abaixo de nivel de
deteccéo do Kkit.

Diferente do que foi identificado no ensaio de citocinas, o treinamento
camundongos a corrida em esteira de alta intensidade, aumentou a
concentracdo de IL-6 2300 pg.mL*; TNF-a 8000 pg.mL™*; e IL-18 10000 pg.mL-*
(Barcellos et al., 2021). Cabe ressaltar, que os valores no estudo, a analise das
citocinas foi avaliada diretamente do musculo, enquanto no ensaio de exercicio

verificamos as citocinas do plasma.



Avaliando o comportamento das células logo apés o treinamento (figura 8),
percebe-se que o grupo 4 teve um aumento nos numeros de leucdcitos e
neutréfilos e uma diminuicdo da quantidade de mondcitos em comparagdo ao
grupo 1. Contudo, quando comparamos com a atividade de citocinas (figura 7),
0 grupo 1 teve maiores concentracdes das citocinas inflamatorias. Portanto,
esses achados sugerem que o aumento dos neutréfilos do grupo 4 nao indica
aumento da atividade inflamatéria, podendo estar mais relacionado com a

reparacao dos tecidos (Park et al., 2024).

ApoOs a realizacdo da padronizacéo do treinamento foi realizado um ensaio
para padronizar o crescimento bacteriano, pois as cepas de A. baumannii
utilizadas nesta pesquisa sao provenientes de um isolado clinico. Desta forma,
foi realizada a curva de crescimento, determinaram-se as fases de exponencial

(log) e estacionaria.

Pode-se observar na figura 9 que a fase lag se encontra entre 30 e 60 min.
Ja a fase exponencial entre 60 e 180 min. Em 210 min, o crescimento bacteriano
entra na fase estacionaria. Logo, a metade da fase log ficou estabelecida em
120 min. Simultaneamente foi determinado a UFC.mLl. A seta, indica a
guantidade das unidades formadoras de col6nias observadas na padronizacéo
do crescimento bacteriano. Em 120 min, encontra-se o valor de unidades
formadora de col6nias correspondente a OD de trabalho, 9,1139 UFC.mL*,

correspondente a 50% da fazer log.
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Figura 9: Padronizacdo do crescimento bacteriano da cepa de A. baumannii avaliada por
espectrofotdmetro. A seta indicada no gréafico se refere a concentragéo bacteriana em UFC.mL-
! da metade da fase exponencial obtida ap6s diluicdo seriada, semeadas em MHA e incubados

em estufa a 37°C, contadas manualmente.

Realizada a etapa de padronizacdo do crescimento bacteriano, foi realizado
um ensaio de sobrevida com objetivo de estabelecer a concentracédo de bactérias
necessarias para infectar os camundongos a sepse de modo a proporcionar uma
sobrevida de 50 a 80%. Para isso, foi induzida a sepse em 4 grupos
experimentais, cada grupo foi composto por 5 camundongos, dividido de acordo
com a concentragdo bacteriana recebida. Inicialmente, foi realizado o
crescimento das bactérias in vitro conforme padronizado no item 2.5.1. Logo em
seguida, foram preparadas 4 solucdes sendo: 8x107, 1x108, 2x108 UFC.mL*de
uma cepa de A. baumannii e uma solugéo salina. Apés a infecgdo os animais

foram monitorados por 5 dias.

Pode-se observar na figura 10 que os grupos foram tratados com diferentes
concentragcdes de A. baumannii. O grupo controle, tratado com salina, mostrou
uma taxa de sobrevida de 100% durante todo o periodo de observacéo. No grupo
infectado com a concentracdo de 8x107 UFC.mL, a sobrevida também
permaneceu alta, 100% ao final das 120h. Os camundongos infectados com
2x10% UFC.mLtapresentaram uma reducéo na taxa de sobrevida, estabilizando
em aproximadamente 80% ap0s as primeiras 24h e mantendo-se constante até
o final do experimento. No grupo com a concentracdo mais alta, 1x108 UFC.mL"
!, a sobrevida caiu drasticamente nas primeiras 24h, estabilizando em torno de

60% apos 48h e permanecendo constante até as 120h.
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Figura 10: Avaliacdo da sobrevida em ensaio in vivo de camundongos da linhagem Swiss
submetidos a sepse por A. baumannii, com diferentes concentracdes bacterianas de 8x107,
2x108,1x108 UFC.mL"*

Lim et al. (2024), infectou camundongos Balb-c com uma solu¢gdo com
1x108 UFC.mL* de A. baumannii. Entretanto, apds o periodo de 30h da infeccéo
0S animais nao sobreviveram. Apesar de ter apresentado uma mortalidade
maior, demonstra que a concentracdo utilizada é adequada para induzir
camundongos de linhagens diferentes a sepse. Por fim, para verificar se o EF
promove um efeito protetivo contra a sepse por A. baumannii, foi repetido,
minunciosamente, o protocolo de treinamento de acordo com a padronizacao
prévia, (item 2.2), com 40 animais. ApGs 21 dias de treinamento, os animais
ficaram 48h de repouso e foram desafiados a sepse com uma concentracao de

1x108 UFC.mL1de A. baumannii.

A figura 11 mostra o resultado da avalicdo fisica dos animais, primeira
etapa do treinamento. Percebe-se que a concentracdo basal de lactato no grupo
de exercicio foi de 4,3 mmol.L'!, aumentando para 5,6 mmol.L?, apés 5 min de
exercicio. Aos 10 min, a concentracdo de lactato elevou-se para 5,8 mmol.L?, e,
aos 15 min, alcancou 5,83 mmol.L?. Neste ponto, foi identificado o limiar
anaerobico dos animais, pois, aos 20 min de exercicio com 2g de peso, a
concentracdo de lactato aumentou significativamente para 7,8 mmol.L1. Nesse
momento, 0s animais chegaram a exaustao fisica e a avaliacao foi interrompida.
As medic¢des subsequentes foram realizadas com os animais em repouso, aos
25 min as concentragées diminuiram para 7.3 mmol.L!, aumentando novamente

para 7,9 mmol.L* no 30° min. As mensuracdes realizadas apés os 20 min foram



aferidas apds o encerramento do exercicio. Ao comparar as médias da
concentracdo de lactato do grupo exercicio com o grupo controle, verificou-se
gue no 20° min de manipulagéo dos animais, a concentracao de lactato do grupo

exercicio foi estaticamente maior do que o grupo controle.
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Figura 11: Curva de lactato dos camundongos submetido a avaliacédo fisica. A linha azul refere-
se as mensuragdes da concentracdo de lactato sanguineo (mmol.L?) do grupo que realizou o
teste de esforco. A linha preta se refere a avaliacdo da contracéo de lactato dos animais controle.
A concentracao do lactato foi mensurada com o uso de lactimetro. # comparacéo das médias da
concentracdo lactato do grupo exercicio em relagdo a concentragcdo posterior. ** Comparacao
das médias entre os grupos controle e exercicio p<0,001, Test-T Studant. A barra de acréscimo
indica que o primeiro acréscimo de peso ocorreu no 5° min de exercicio sendo incrementado a
cada 5 min até o 20° min.

Apesar do grupo controle ter sido manipulado da mesma maneira que 0s
animais do grupo exercicio, até o 15° min ndo foram identificadas diferencas
significativas dos grupos avaliados. Pois, a medida que foi executado as
mensuragdes, a concentracdo de lactato aumentou a cada passagem como se
estivessem fazendo exercicio.

Legnbro et. al (2019), identificaram que camundongos ficavam mais
estressados quando eram estimulados com suaves toques durante corridas de
intensidade baixa. As fémeas da linhagem CDF1, quando ndo estimuladas,
apresentavam aproximadamente 4 mmol.L* de lactato ao correrem a 20 m/min,
enquanto as estimuladas apresentavam cerca de 7 mmol.Ll. Portanto, a

auséncia de diferencas significativas na concentracdo de lactato entre o grupo



controle e o grupo de exercicio pode ser atribuida ao estresse causado pelas
perfuracdes na cauda para coleta de sangue e manipulac¢des (Figura 12).

ApOs a etapa de avaliagao fisica, os animais foram divididos em 4 grupos
com 5 camundongos e foram submetidos ao treinamento por 21 dias: grupo 1 -
controle, sem exercicio de natagdo; grupo 2 —receberam treinamento de natagéo
sem acréscimo de peso, grupo 3 - receberam treinamento de natacdo com
acréscimo de 1,5g de peso corpéreo e grupo 4 - receberam treinamento de
natacdo com acréscimo de 3g de peso corporeo. No 21° dia foram separados 4
animais do grupo que realizou exercicio com 3g para fazer uma reavaliacéo

fisica.

Ao reavaliar os animais (Figura 12), observou-se que a concentracéo basal
de lactato do grupo de exercicio foi de 5,375 mmol.Lt, aumentando para 8,52
mmol.L? aos 10 min. Aos 15 min de exercicio, a concentracdo subiu para 9,4
mmol.L%; entretanto, aos 20 min, a concentragdo diminuiu para 8,36 mmol.L.
Aos 25 min com acréscimo de 2,5g a concentracdo de lactato aumentou
significativamente para 10,33 mmol.L* e exercicio foi interrompido devido aos
animais chegarem a exaustao fisica. As medicdes posteriores, foram realizadas
com os animais em repouso. No 30° min a concentracao de lactato diminui para
8, 95 mmol.L*. Todavia a média aumenta para 9,15 mmol.L* no 35° min e 10,33

mmol.L? no 40° min. Ao avaliar as concentracdes de lactato do grupo controle



percebe-se que as concentracdes de lactato no 10° e no 25° min s&o menores

guando comparadas as concentra¢gfes de lactato do grupo exercicio (p<0,05).
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Figura 12: Curva de lactato dos camundongos submetido a avaliacdo fisica apés 21 dias de
treinamento. A linha azul refere-se as mensuracdes da concentracdo de lactato sanguineo
(mmol.LY) do grupo que realizou o teste de esforgo. A linha preta se refere a avaliacdo da
contracdo de lactato dos animais controle. A concentracdo do lactato foi mensurada com o uso
de lactimetro. # Refere-se a comparacao das médias da concentracéo lactato do grupo exercicio.
* Comparacgéo das médias entre os grupos controle e exercicio p<0,005, Test-T Studant. A barra
de acréscimo indica que o primeiro acréscimo de peso ocorreu no 5° min de exercicio sendo
incrementado a cada 5 min até o 25° min.

Ao realizar um teste progressivo de esfor¢o para producdo de uma curva
de lactato, quando se identificar o limiar anaerdbico pode-se, atribuir o estado
estacionario maximo de lactato, nessa abordagem o ponto do limiar € utilizado
para aplicacdo de treinamentos de corrida a longas distancias, por ser a melhor
relacéo entre velocidade e producao de lactato (Orsi et al., 2023). Este estudo
reforca a importancia da avaliacdo de lactato para prescricdo de treinamento
fisico de rendimento.

Ao final do treinamento, os animais ficaram 48h de repouso. Decorrido este
periodo, foram separados 3 animais de cada grupo para realizacdo de um ponto
de eutanasia para verificar o efeito do exercicio no sistema imunolégico antes da

inducdo a sepse. Entretanto, ao avaliar os leucdcitos, linfécitos, mondcitos e



neutréfilos ndo foi identificado diferencas nas médias das concentracbes em
nenhum dos grupos avaliados, figura 13.
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Figura 13: Painel de células contagem células: leucécitos - A, Linfécitos - B, Neutréfilos - C,
Monécitos — D. Camundongos: controle — G1; submetidos a natacdo — G2; natacdo com
acréscimo de 1,5g de peso corpdreo— G3; e submetidos a natacdo com acréscimo de 3g, antes

da sepse. A contagem de células foi realizada de modo automatizado pelo equipamento
analisador hematolégico URIT5160

Os dados apresentados convergem com o0s dados apresentados pela
literatura. Gomes et al. (2020) avaliaram a quantidade de linfécitos, mondcitos e
neutréfilos em 3 momentos: antes de uma Unica sessao de treinamento fisico,
apo6s 30 min e apds 24h do exercicio. E identificaram que apesar das células
avaliadas terem aumentado logo apds o exercicio, apds 24h, verificou que as
células retornaram aos valores basais. O retorno da quantidade de células
imunoldgicas acontecer em 24h, justifica o fato de ndo terem sido identificado
diferencas nas células imunoldgicas, uma vez que neste ensaio as amostras
foram coletadas 48h ap6s o encerramento do exercicio. Na sequéncia foi
avaliado o perfil das citocinas IL-6, IL-1B e IL-10, 48h depois dos animais terem
executado o protocolo de treinamento. Todavia, ndo foi encontrado nenhuma

diferenca entre os grupos avaliados (figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo da expressao das citocinas IL-18 A, IL-6 B, IL-10 C em ensaios in vivo
antes da sepse em camundongos: controle — G1; Submetidos a natacdo— G2; submetidos a
natacdo com acréscimo de 1,5g— G3; e submetidos a natacdo com 3g - G4, apos 21 dias de
exercicio. A avaliacdo da expressdo das citocinas foi realizada utilizando o método ELISA
sanduiche, com o kit ABTS (PeproTech). A deteccdo de coloracao foi realizada em um leitor de
microplaca a 405nm com correcdo de comprimento de onda 650nm.

O efeito de 21 dias treinamento sobre as concentracfes basais de
citocinas dos camundongos apresentou comportamento similares as citocinas
de humanos submetidos a 4 semanas de treinamento aerébico, uma vez que ao
comparar a expressao genéticas de RNA das interleucinas IL-1f3, IL-6 e IL-10
antes do treinamento e 7 dias apds o treinamento ndo foram encontradas
diferencas significativas na expressdo das citocinas. Ou seja, em ambos os
ensaios independentemente da duracdo, o EF ndo promoveu alteracbes nas

concentracfes basais de citocina (Garneau et al., 2024).

Em paralelo, a eutanasia ocorrida 48h do término do exercicio, foi induzida

a sepse, em todos os grupos que realizaram 21 dias de exercicio. O protocolo



foi adotado objetivando desafiar os camundongos a sepse, com uma solucgéo de
1x108 UFC.mL! A. baumannii, por meio de injecdo intraperitoneal, como
previamente padronizado (figura 7). ApOs a infeccdo, os animais foram
monitorados para verificar as condigcbes de sofrimento animal, presenca ou
auséncia de secrec¢des no corpo, observando a mobilidade do animal e resposta
ao estimulo ao ser tocado, para aplicacdo dos end points. Os animais do grupo
1 tiveram uma sobrevida de 66% nas primeiras 24h, mantendo-se o percentual
de sobrevida durante todo o experimento. Ja do grupo 2 tiveram uma sobrevida
de 66% nas primeiras 24h, apos 48h, diminuiu para 48%, animais do grupo 3 nas
primeiras 24h tiveram a sobrevida reduzida para 83%, se mantendo até o final
do experimento, enquanto os animais do Grupo 4 100% sobreviveram nas

primeiras 24h reduzindo a sobrevida para 83% apos 24h (figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo da sobrevida em camundongos submetidos a sepse por A.baumannii:
controle — G1; Submetidos a exercicio aerdbico — G2; submetidos a exercicio no limiar
anaerébico — G3; e submetidos exercicios anaerdbicos - G4, submetidos a sepse por A.
baumannii por meio de injecéo intraperitoneal 1x108 UFC.mL™?, apds realizacdo de 21 dias de

exercicio fisico.

O aumento da sobrevida de camundongos submetidos a sepse pode-se
ser verificado independente da modalidade de treinamento. Pois, o treinamento
aerobico conduzido por 8 semanas realizado em esteira proporcionou aumento
da sobrevida em camundongos submetidos sepses induzidos por LPS, quando

comprado com animais nao treinados (Wang, Wang, Tang, 2021).

Portanto, os dados obtidos neste estudo demonstram que o EF pode ter

efeito protetivo frente a infeccbes causadas por bactérias. A fim de elucidar as



causas que levaram o aumento da sobrevida dos animais, ap6s 120h da infec¢ao
foi realizada a eutanasia dos animais sobreviventes. E o sangue foi coletado e

destinado para realizacdo de um hemograma.

Ao avaliar a quantidade de leucdcitos, linfocitos, mondcitos e neutrofilos,
ndo foi identificado diferencas significativas entre as médias dos 17

camundongos sobreviventes a sepse por A. baumannii (figura 16).
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Figura 16: Painel de células contagem células: leucécitos - A, Linfocitos - B, Neutrdfilos - C,
Monécitos - D com camundongos: controle — G1; Submetidos a exercicio aerébico — G2;
submetidos a exercicio no limiar anaerdbico — G3; e submetidos exercicios anaerdbico - G4, pds

sepse. A contagem de células foi realizada de modo automatizado pelo equipamento analisador
hematol6gico URIT5160.

Os neutrofilos sdo células muito recrutas em um processo de infeccao
bacteriana em modelo de infeccdo pulmonar inoculada intranasalmente por A.
baumannii em camundongos, ao comparar o efeito de um tratamento com um
anticorpo monoclonal para deplecdo dos neutrofilos com o grupo controle em
camundongos. Observou-se que 0s animais nado tratados 24 h apds a infeccéo
tinham ~55x10°.L* de neutréfilos e apés 72 h o nimero reduziu para ~18 x 10°
L1 7 dias apés a infeccéo realizou uma bacteriologia quantitativa e observou
que enquanto ndo foi identificado a presenca de bactéria em animais nao

tratados, os camundongos tratados com o anticorpo apresentaram 5x10° UFC
(Van Faassen et al., 2007).



Por fim, foi quantificado as concentra¢des plasméaticas das interleucinas IL-
1B, IL-6 e IL-10 dos animais sobreviventes para verificar se a sepse por A.
baumannii alterou os parametros das citocinas. Porém, ndo foi observado

diferenca estatistica entre os grupos para nenhuma das citocinas analisadas

(figura 17).
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Figura 17: Avaliacdo da expresséo das citocinas IL-18 A, IL-6 B, IL-10 C em ensaios in vivo antes
da sepse em camundongos: controle — G1; submetidos a exercicio aerébico — G2; submetidos a
exercicio no limiar anaerébico — G3; e submetidos exercicios anaerébico - G4, apés 21 dias de
exercicio. A avaliacdo da express@o das citocinas foi realizada utilizando o método ELISA
sanduiche, com o kit ABTS (PeproTech). A deteccdo de coloracéo foi realizada em um leitor de
microplaca a 405nm com corre¢do de comprimento de onda 650nm.

Os macréfagos ao reconhecerem o patdgeno, expressam citocinas pro-

inflamatorias, para iniciar a resposta inflamatéria. Na sepse por A. baumannii o



aumento das concentragcbes das citocinas TNF-a indica o envolvimento da

resposta imune inata (Bergamini et al., 2021).

A IL-6 esté associada ao recrutamento da atividade inflamatdria, entretanto
altas concentracdes da IL-6 estdo associadas a piora no quadro da sepse
(Honda et al., 2016). Por sua vez IL-10, esta associada a diminui¢cdo da atividade
inflamatdria, portanto a sua falta dificulta a modulacdo da atividade inflamatoria,
agravando o processo infeccioso. YEUNG et al.,, (2023). Ao avaliar as
concentragbes de citocinas dos animais sobreviventes, ndo se verificou
alteracdes na expressdo das citocinas, indicando que os animais ndo se

encontram em processo inflamatério.

A partir dos dados observados neste ensaio, verifica-se que o aumento da
aptidao fisica dos animais pode estar relacionado com o aumento da sobrevida
dos animais, ainda que ndo tenha modificado a quantidade total de leucdcitos,
linfécitos, neutréfilos e mondcitos, bem como das citocinas IL-183, IL-6 e TNF-a

entre os grupos avaliados, antes ou apos a infeccao.

5. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que o EF
praticado com sobrecarga desempenha um papel significativo na melhora da
sobrevida de camundongos submetidos a sepse induzida por A. baumannii. As
diferentes prescricdbes de exercicio mostraram variagdes importantes nos
parametros imunoldgicos e inflamatérios, logo apés o exercicio. Observou-se
gue os exercicios de moderada e alta intensidade (grupos 3 e 4) foram
associados a um aumento na sobrevida dos animais, enquanto o exercicio de
baixa intensidade (grupo 2) esteve relacionado a piora do quadro infeccioso. No
entanto, apesar da melhora na sobrevida, as analises das citocinas e células
imunoldgicas indicaram que o EF ndo promoveu alteracbes cronicas
significativas nesses parametros apos 21 dias de treinamento e 120h pés-sepse,
sugerindo que o mecanismo exato pelo qual o EF melhora a sobrevida ainda

necessita de mais investigacoes.

Portanto, futuras pesquisas devem aprofundar-se nos mecanismos
imunolégicos e inflamatorios influenciados pelo EF, explorar variagbes nos

protocolos de exercicio. Isso podera contribuir para o desenvolvimento de



diretrizes clinicas que incorporem a préatica de EF como complemento no manejo

da sepse, especialmente em casos envolvendo patdgenos multirresistentes.
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