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RESUMO
EFEITOS DO EXERCICIO RESISTIDO SOBRE COMPONENTES DO
SISTEMA PURINERGICO E PARAMETROS DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE

Autor: Vanessa Valéria Miron

Orientadora: Profa Dra Andréia Machado Cardoso

A Sepse € uma infeccdo generalizada que causa alteracbes nos sistemas
purinérgico e imune, nos parametros inflamatérios e no status oxidativo dos
pacientes. O exercicio fisico, por meio de suas propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, vem emergindo com uma ferramenta para prevenir as
complicacdes e/ou 0 agravamento da sepse. Neste estudo, investigou-se se doze
semanas de exercicio fisico seriam capazes de prevenir as alteracdes causadas
pela inducdo da sepse em ratos, em componentes do sistema purinérgico, no
estresse oxidativo e em parametros inflamatérios. Para tanto, ratos machos
Wistar foram divididos em quatro grupos: controle, exercicio (EX),
lipopolissacarideo (LPS) e EX+LPS. Uma escada de um metro de altura foi
utilizada para os animais realizarem doze semanas de exercicio fisico resistido.
ApOs 72 horas da ultima sessédo de exercicio, os animais receberam 2,5 mg/kg de
LPS para inducdo de sepse e, 24 horas apés, foi realizada puncdo cardiaca e
pulmao, linfécitos e soro foram coletados para a realizacdo das analises. Os
resultados mostraram que o exercicio foi capaz de prevenir, nos animais sépticos:
1) o aumento da temperatura corporal; 2) o aumento da peroxidacao lipidica e
dos niveis de espécies reativas no pulmao; 3) o aumento nos niveis de ATP no
soro; 4) as alteracdes na atividade das enzimas ectonucleotidases em linfécitos,
parcialmente; 5) a alteracdo na densidade das enzimas e receptores purinérgicos
no pulmao e, 6) o aumento na expressao génica de IL-6 e IL-1B. Espera-se que
0s resultados possam elucidar o envolvimento da sinalizacdo purinérgica e do
estresse oxidativo nos mecanismos pelos quais o exercicio pode previnir as
alteracdes causadas pela sepse. Dessa maneira, incentivar a préatica regular de
exercicio fisico de resisténcia para melhor preparar o organismo contra a sepse
e outras doencas relacionadas a inflamacao.

Palavras-chave: Sistema imune; linfocitos; pulmao; estresse oxidativo; exercicio

resistido.



ABSTRACT

EFFECTS OF PHYSICAL EXERCISE ON COMPONENTS OF
PURINERGIC SYSTEM AND PARAMETERS OF OXIDATIVE STRESS IN
SEPSE EXPERIMENTAL MODEL

Author: Vanessa Valéria Miron

Advisor: Profa Dra Andréia Machado Cardoso

Sepsis is a generalized infection that causes changes in the purinergic and
immune systems, the inflammatory parameters and the oxidative status of the
patients. Physical exercise, through its anti-inflammatory and antioxidant
properties, has emerged with a tool to prevent complications and / or worsening
of sepsis. In this study, we investigated whether twelve weeks of physical exercise
would be able to prevent the changes caused by the induction of sepsis in rats,
components of the purinergic system, oxidative stress and inflammatory
parameters. For this, male Wistar rats were divided into four groups: control,
exercise (EX), lipopolysaccharide (LPS) and EX + LPS. A 1-meter-high ladder was
used for the animals to perform twelve weeks of resistance exercise. After 72
hours of the last exercise, the animals received 2.5 mg / kg of LPS for induction
of sepsis, and 24 hours later, cardiac puncture and lung, lymphocytes and serum
were collected for the analysis. The results showed that exercise was able to
prevent, in septic animals: 1) the increase in body temperature; 2) increased lipid
peroxidation and reactive species levels in the lung; 3) the increase in serum ATP
levels; 4) the changes in the activity of the enzymes ectonucleotidases in
lymphocytes, partially; 5) the change in the density of purinergic enzymes and
receptors in the lung and, 6) the increase in IL-6 and IL-1p3 gene expression. The
results are expected to elucidate the involvement of purinergic signaling and
oxidative stress in the mechanisms by which exercise can prevent changes
caused by sepsis. In this way, encourage regular practice of resistance exercise
to better prepare the body against sepsis and other diseases related to
inflammation.

Keywords: Immune system; lymphocytes; lung; oxidative stress; resistance

exercise.
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1. INTRODUCAO

7

A sepse é uma das doencas mais comuns no mundo e €& conhecida
popularmente como infeccdo generalizada por afetar multiplos érgaos (SALLES et al.
1999; SINGER et al. 2016). Ela € causada pela infiltracao de bactérias gram-negativas
e/ou gram-positivas no organismo e um dos 0Orgaos mais atingidos € o pulméo
(Instituto Latino Americano de Sepse - ILAS, 2015). No Brasil, cerca de 25% dos leitos
das Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) sdo ocupados por pacientes seépticos,
chegando a quase 65% de mortalidade (ILAS, 2015).

Este conjunto de manifestacdes gera uma resposta desregulada do sistema
imune na tentativa de combater a infec¢cdo, podendo atingir também células
saudaveis. Uma das caracteristicas principais da sepse € o aumento do estresse

oxidativo, o que pode geral dano e até a morte celular (PEPPLER et al. 2016).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as defesas do
organismo e a producdao de radicais livres. A producédo excessiva destes radicais livres
ocorre quando o organismo sofre algum dano, que pode ser causado por bactérias,
virus, trauma, lesdo e também pelo exercicio fisico. Na sepse, essa producao ocorre
de maneira descontrolada e, sendo o organismo incapaz de neutralizar estes radicais,
eles podem causar danos em DNA, proteinas e lipideos, podendo gerar o rompimento
da membrana das células (CRUZAT et al. 2007).

Apo6s o rompimento da membrana celular, o contetdo do interior da célula é
extravasado para o ambiente extracelular. Quando isto ocorre, muitas organelas e/ou
moléculas sao liberadas para o meio extracelular. Uma destas moléculas é a
adenosina trifosfato (ATP), ela pode sinalizar o processo inflamatério e iniciar uma
cascata de respostas para reverter o quadro. A concentracdo de ATP no ambiente
extracelular é regulada por uma enzima chamada ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase (E-NTPDase) que o hidrolisa o ATP até adenosina difosfato (ADP)

(CARDOSO et al. 2015).

Esta enzima faz parte do sistema purinérgico. Este sistema é composto por
nucleotideos (ATP, ADP e adenosina monofosfato - AMP) e adenosina, enzimas que

regulam estes nucleotideos, tais como a ecto-NTPDase que hidrolisa ATP a ADP e
14



ADP a AMP, a ecto-5’nucleotidase que hidrolisa AMP a adenosina e a adenosida
desaminase (ADA) que desamina adenosina a inosina. Além destes componentes
também fazem parte do sistema purinérgico as familias dos receptores do tipo P1 e
P2 (ZIMMERMANN, 2011; CARDOSO et al. 2015).

Sendo capaz de regular os nucleotideos e nucleosideos extracelulares, estas
enzimas conseguem regular o sistema imune, uma vez que o ATP e a adenosina
possuem papéis importantes na sinalizagdo imune. O ATP, por exemplo, atua como
uma molécula pro-inflamatoria quando se liga aos seus receptores do tipo P2X; e a
adenosina, por sua vez, ao se ligar aos receptores do tipo P1 atua como molécula
anti-inflamatéria (BURNSTOCK e BOEYNAEMS, 2014). Além disso, muitas pesquisas
ja demonstraram que estas enzimas sao sensiveis ao lipopolissacarideo (LPS- toxina
utilizada para induzir a sepse) e que esta regulacéo é influenciada pela dose e pela

exposicao do organismo a toxina (VUADEN et al. 2007).

Sendo a sepse um quadro dificil de ser revertido e, uma vez hospitalizado, o
paciente gera enormes custos a salde publica, busca-se alternativas de prevencao a
esta sindrome. Por suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, o exercicio
fisico vem sendo utilizado cada vez mais para prevenir doencas relacionadas a

inflamacéo, inclusive a sepse (PEPPLER et al. 2017).

O papel anti-inflamat6rio do exercicio esta relacionado ao sistema purinérgico,
uma vez que ele é capaz de modular a atividade enzimatica deste sistema e assim,
consequentemente, regular a concentracdo de nucleotideos e nucleosideos
extacelulares (CARDOSO et al., 2015). J4 o seu efeito antioxidante ocorre através do
aumento transitorio de espécies reativas durante a fase aguda do exercicio resistido.
Isso gera um aumento das defesas antioxidantes enddgenas na fase cronica do
exercicio, melhor preparando o organismo para um novo estresse, seja uma nova
sessdo de exercicio ou uma doenca relacionada a este aumento (CRUZAT et al.
2007).

Dessa maneira, este estudo buscou investigar se o treinamento com exercicio
fisico seria capaz de prevenir as alteracdes causadas nos pulmdes e linfocitos de
animais com sepse induzida através de administracdo de LPS. Com esta pesquisa,
pode-se elucidar através de quais mecanismos a protecao foi eficaz e incluir o
exercicio como ferramenta preventiva contra a sepse.

15



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito protetor do exercicio fisico sobre componentes do sistema
purinérgico, parametros inflamatorios e de estresse oxidativo em modelo de

sepse induzida por meio da administracéo de LPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se ha aumento de temperatura corporal nos animais com sepse,
exercitados e sedentarios, em relacdo ao controle;

e Avaliar se ocorre alteracdo na atividade das enzimas ectonucleotidases
nos linfocitos periféricos e linfécitos pulmonares nos animais sépticos e
exercitados em relacdo aos animais controles;

e Analisar, no pulmao dos animais sépticos e exercitados, os indicadores de
estresse oxidativo e as defesas antioxidantes e, a expressao das enzimas
nucleotidases e do receptor P2X7.

e Avaliar se ocorre aumento dos niveis plasméticos de citocinas pro-
inflamatdrias e de ATP nos animais sépticos e exercitados em relacao ao

controle.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SEPSE

Atualmente a sepse € definida como disfuncéo de érgdos com risco de vida,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infec¢éo, ou seja, é uma
condicdo que surge quando a resposta do organismo a uma infeccdo prejudica
seus proprios tecidos e 6rgaos. Por vezes esta infeccdo se localiza em apenas
um Orgdo, mas gera uma resposta em todo o organismo tentando combater este
agente infecioso e assim, pode ocorrer o comprometimento de varios érgaos. Os
mais atingidos sdo os pulmdes, cérebro, coracao e figado (SALLES et al. 1999;
SINGER et al. 2016).

Esta resposta desregulada pode ocasionar morte do paciente por faléncia
de multiplos 6rgdos. No Brasil, a sepse ocupa cerca de 25% dos leitos nas UTI
sendo a principal causa de morte nestas unidades. Além disso, a sepse € a
principal causa de morte hospitalar tardia, superando o infarto do miocardio e até
0 cancer. Segundo o ILAS (2015), a sepse pode chegar a mortalidade de 65% no
Brasil, sendo que a média mundial estd em torno de 30-40%. Em 2003, de acordo
com o Instituto, acorreram 398.000 casos e 227.000 mortes por choque séptico
no Brasil gerando um custo de R$ 17,34 bilhdes em seu tratamento. Os pacientes
que sobrevivem, muitas vezes ficam com sequelas fisicas, psicolégicas e até
mesmo cognitivas por longos periodos de tempo, necessitando ainda de cuidados
especiais (ILAS, 2015; SINGER et al. 2016).

A manifestacdo da sepse ocorre por interacdo entre 0 micro-organismo
infectante e as respostas imunes, inflamatdrias e de coagulagdo do hospedeiro,
pois a sepse € causada pela infiltracdo de bactérias gram-negativas e gram-
positivas no organismo (PEPPLER et al, 2016). Ap0s a entrada no organismo
humano, uma das toxinas liberadas pelas bactérias gram-negativas é o LPS
(figura 1), o qual é a principal endotoxina e o componente lipidico da membrana
externa destas bactérias. Apos as moléculas de LPS serem liberadas pela parede
bacteriana, sua porgcao toxica, o lipidio A, € exposta as células do sistema
imunoldgico gerando a resposta inflamatoria (PEPPLER et al, 2016; SALLES et

al, 1999) (Figura 1). A inflamacé&o faz parte da resposta imune ndo especifica e
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ocorre em resposta a qualquer tipo de leséo corporal (FERRERO-MILIANI et al,
2006).
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Figura 1: Estrutura do lipopolissacarideo. (Fonte: adaptado de Brock Biology of Microorganisms).

Os mecanismos pelos quais age a endotoxina no organismo podem ser

mais detalhados, segundo Salles et al (1999):

A endotoxina, LPS, liga-se a um numero diferente de carreadores
moleculares, sendo o mais importante destes a proteina ligadora de
lipopolissacarideo (LBP). O complexo LPS-LBP é entdo capaz de
interagir com mondcitos através dos receptores de superficie celular
como o0 CD14. A interacdo com outros alvos do hospedeiro, como as
células endoteliais que ndo expressam CD14 na sua superficie, é
mediado por molécula de CD14 soluvel, que entéo liga-se ao complexo
LPS-LBP e interage com outra molécula de superficie celular ainda néo
conhecida. Toxinas bacterianas com grande capacidade antigénica
(superantigenos), como a toxina da sindrome do choque toéxico
estafilococico (TSST-1) e a exotoxina pirogénica estreptocécica A
(speA), causam hipotensdo e faléncia orgénica em modelos animais.
Essas proteinas ativam linfocitos T e estimulam sua proliferagdo via
interacao inespecifica com moléculas da classe Il do complexo de
histocompatibilidade maior das células apresentadoras de antigeno e via
receptores variaveis de células T de cadeia b2.
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Esta exposicdo ao LPS desencadeia uma cascata inflamatéria que é
ativada tanto em tecido especifico, quanto a nivel sistémico. Este processo €&
caracterizado pelo aumento de marcadores pré-inflamatérios, tais como as
citocinas interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6), e pelo aumento da
producédo de espécies reativas (ER) (PEPPLER et al. 2016; FERRERO-MILIANI
et al, 2006).

A IL-1 B € um membro da familia da interleucina 1 (IL-1) e é produzida por
guase todas as células nucleadas. Esta interleucina esta entre os marcadores
mais importantes de inducdo de resposta inflamatéria podendo desencadear
febre, hipotenséo e producédo de citocinas, como a IL-6. Esta, por sua vez, além
de também induzir febre, induz a sintese de proteinas hepaticas de fase aguda e
estimula a sintese de moléculas de adesédo em células endoteliais e leucécitos
(FERRERO-MILIANI et al, 2006).

Por mais necessérias que sejam estas citocinas para induzir a resposta
inflamatoria, sua producdo excessiva pode causar uma instabilidade
hemodinamica, caracteristica em pacientes com sepse. Além disso, essa
producdo elevada também esta associada a gravidade da resposta inflamatoria,
que juntamente com a producao aumentada de espécies reativas, pode levar a
faléncia de multiplos 6rgaos (LIN et al. 2000; HEITRICH et al. 2016).

O sistema imune é um dos primeiros a serem atingidos pela sepse. No
primeiro estagio, onde ocorre a desordem do sistema imune, os linfécitos e outras
células do sistema imune séo atingidas e a apoptose é induzida. Isto também
colabora com disfuncdo de multiplos 6rgdos. No segundo estagio, devido a
diminuicdo no nimero de linfocitos, ocorre a imunossupressao, que € maior causa
de morte na sepse (LIN et al. 2000; HEITRICH et al. 2016).

Um dos 6rgaos mais atingidos na sepse € o pulméo. A lesdo pulmonar
ocasionada pela doenca é caracterizada por taquipneia, dispneia e pelo
comprometimento das trocas gasosas com hipoxemia. Além destes sintomas, o
aumento na producdo de espécies reativas pode atingir o 6rgdo e o organismo
como um todo (ILAS, 2015). Esta producdo aumentada causa um desequilibrio e

sobrecarrega os agentes antioxidantes do organismo, levando a um quadro de
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estresse oxidativo. Este estresse atinge varias moléculas causando danos e até
a morte celular (CRUZAT et al. 2007).

A administracdo intraperitoneal (i.p.) de LPS fornece um os modelos
experimentais para inducdo da resposta inflamatoria caracteristica da sepse.
Essa resposta € regulada através da dose e da duracdo da exposicdo a toxina
(RUSSEL, 2006). Em estudo realizado com ratos, doses muito baixas de LPS de
aproximadamente 0,5 mg/kg, causam apenas uma febre moderada, ou nao
causam febre, ndo podendo caracterizar a inflamacao no hospedeiro. Na dose de
2,5 mg/kg pode causar danos cerebrais associados a uma febre muito alta que,
persiste até 24h apos a administragdo do LPS, além de causar maior expressao
de alguns marcadores inflamatérios sugerindo que com esta dose ha inflamacéao
(SCHNEIDERS et al, 2015).

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes do organismo e a producédo de ER. Normalmente, estas defesas séo
capazes de neutralizar as ER que sao produzidas devido a erros na respiragao
celular, principalmente. Porém, quando ha uma producéo exagerada, o organismo
nao tem capacidade de neutralizacdo e acaba gerando um quadro de estresse
oxidativo (Figura 2) (CRUZAT et al. 2007).

Defesas
Antioxidantes

*

g3, 3

Defesas Espécies Reativas,
Antioxidantes Radicais Livres

Espécies Reativas,
Radicais Livres

Equilibrio Estresse
Oxidativo

Figura 2: Aumento da producédo de ER e estresse oxidativo. (Fonte: elaborado pelo autor)
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As ERs como o radical superoxido (Oz), peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxila (‘OH) estdo envolvidas em muitas funcbes fisioldgicas,
desempenhando um papel benéfico na defesa contra agentes infecciosos, sinalizacao
e defesa celular quando em concentracfes balanceadas no organismo (VALKO et al.,
2007). Os sistemas bioldgicos possuem condi¢des favoraveis para a ocorréncia de
reacfes oxidativas, devido a existéncia de &cidos graxos poliinsaturados de
fosfolipideos na membrana celular. As insaturacdes destes acidos graxos sao alvos
da acdo oxidante das ERs, resultando num processo de reacdes quimicas em cadeia,
conhecido como peroxidacéo lipidica (GODWIN, 2006).

Estas ERs apresentam a capacidade de retirar elétrons de outros
compostos celulares e assim provocar lesGes oxidativas em varias moléculas, tais
como lipideos, proteinas e até mesmo ao DNA (Figura 3). Isto pode provocar

perda total da funcdo e apoptose celular (HEITRICH et al. 2016) .

Figura 3: Danos oxidativos causados por espécies reativas em macromoléculas biolégicas.

(Fonte: Elaborado pelo autor).
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A presenca de fosfolipideos nas membranas celulares é muito importante na
permeabilidade seletiva de pequenas moléculas e ions entre os meios intra e
extracelular. A peroxidacédo lipidica provoca alteracdes na estrutura desta camada
lipidica, desestabilizando-a e resultando na perda de sua fungcdo como uma barreira
seletiva, acarretando na perda da fluidez da membrana, colocando em risco a

integridade das organelas e da propria célula (HEITRICH et al. 2016).

Sendo a producao de radicais livres um processo continuo, desenvolveu-
se mecanismos de defesa antioxidantes para manter o equilibrio e controlar os
danos ao organismo. Existe uma divisdo nestes sistemas que separa as defesas
enzimaticas, composto pelas enzimas produzidas no organismo, das n&ao
enzimaticas, que englobam as vitaminas e outras substancias. Estes agentes
atuam neutralizando as ER antes que elas causem lesdo, tais como as
glutationas, superodxido dismutase, catalase, vitamina E, acido ascoérbico entre
outros. A glutationa S-transferase gera um grande conjunto de tio ésteres que séo
capazes de proteger o DNA contra a apoptose induzida uma vez que este

conjunto neutraliza a agéo dos radicais livres (TAPIERO e TEW, 2003).

Na sepse ocorre uma producdo aumentada de espécies reativas,
decorrente das lesdes celulares que também aumentam. Sabe-se que este
aumento e, consequente, o estresse oxidativo podem gerar lesdo na membrana
mitocondrial, podendo ser um dos principais mecanismos responsaveis pela

disfuncdo de 6rgaos na sepse (MIRON et al, 2018).

3.3 SISTEMA PURINERGICO

Outro sistema afetado pela sepse, e que tem grande influéncia no sistema
imune, € o sistema purinérgico. Este € um sistema de sinalizacdo que esta
envolvido em mecanismos neurais ou nao-neurais incluindo resposta imune, dor,
agregacao plaquetaria, proliferagéo celular, vasodilatacdo mediada pelo endotélio
e até mesmo a morte celular (BURNSTOCK e KNIGHT, 2004). Este sistema é

composto por enzimas denominadas ectonucleotidases, nucleotideos (ATP, ADP
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e AMP) e adenosina, e receptores purinérgicos do tipo P2X, P2Y e P1
(ZIMMERMANN, 2011; CARDOSO et al. 2015) (Figura 4):
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P2 signalling reuptake
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ATP release | hydrolysis ADP, hydrolysis P1 signalling hydrolysis
)
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Figura 4: Componentes do sistema purinérgico. (Fonte: adaptado de Junger, 2011).

Estes nucleotideos e adenosina (Figura 5) sdo liberados em pequenas
guantidades pela célula em condi¢cdes saudaveis e sdo capazes de regular uma
grande variedade de processos bioldégicos. Suas concentracdées no meio
extracelular sdo influenciadas por inUmeros fatores, tais como, lise e/ou secrecéo
celular, permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, exocitose das
vesiculas secretoras, efeito da diluicho no espaco extracelular, danos a

membrana celular e pela agédo das ecto-nucleotidases (ZIMMERMANN, 2011).
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Adenosina 5'-trifosfato (ATP)

Figura 5: Estrutura dos nucleotideos e nucleosideos de adenina (Fonte: adaptado de
http://www.benbest.com/cryonics/ischemia.html).
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O ATP é uma molécula com inimeras fun¢bes reguladoras. Pode ser
considerada uma molécula energética, quando esta dentro da célula, um neuro
transmissor quando se trata do sistema nervoso central (SNC), pode estimular a
agregacao plaquetaria e € uma molécula pré-inflamatdria quando falamos a nivel
de sistema imune, estimulando a secrecdo de mediadores proé-inflamatorios
(prostaglandinas, quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias) e o recrutamento
excessivo de células imunes, prejudicando a integridade dos tecidos pela
resposta exagerada. Esta sinalizacdo ocorre por meio da ligacdo da molécula com
seus receptores presentes em células imunes, principalmente o receptor P2X7
(BURNSTOCK e BOEYNAEMS, 2014).

Os receptores do tipo P2X sao proteinas de membrana que formam canais
para ions na camada lipidica da membrana celular. Estes canais sdo seletivos a
cations como Ca?*, Na* e K*. O aumento na concentracdo de Ca?* intracelular
leva a despolarizacdo da membrana e ativacdo de varias proteinas quinases,
caracterizando assim, a principal via de sinalizacdo ativada por estes receptores
(KOLES et al., 2007). O aumento dos niveis intracelulares de Ca?* faz com que
ocorra uma liberacdo de transmissores das células neuronais e gliais,
promovendo a liberacdo de hormdnios além de ativar cascatas de sinalizacdo em
muitas células (NORTH, 2002).

Atualmente, ja foram caracterizados sete diferentes subtipos de receptores
P2X, identificados como P2X(1-7), de acordo com a ordem em que foram clonados
e encontram-se distribuidos nos neurbénios centrais e periféricos (RALEVICK &
BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK, 2004). Esta familia de receptores apresenta
em comum suas regides carboxi e amino-terminais localizadas no espaco
intracelular, e sdo formadas por subunidades na forma de duas alfas-hélices
transmembrana unidas por uma alca extracelular, onde podem se ligar os
agonistas, antagonistas e moduladores (BURNSTOCK & KNIGHT, 2004).

Os receptores do tipo P2Y sdo compostos por sete dominios
transmembrana e possuem a parte carboxi-terminal localizada intracelularmente
e a por¢cdo amino-terminal localizada no meio extracelular. Ja foram identificados
oito subtipos deste receptor em humanos: P2Y1, PY2, P2Y4, P2Ys, P2Y11, P2Y12,
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P2Y13 e P2Y14. Os numeros que faltam representam subtipos que n&o existem em
mamiferos (ABBRACHIO et al., 2006).

Dentre todos os receptores do tipo P2, o receptor P2X7, anteriormente
conhecido como receptor P2Z, vem atraindo cada vez mais a atencédo de
pesquisadores, devido ao seu envolvimento na inflamacéo, apoptose celular e por
se diferenciar, em parte, de outros receptores da mesma familia (SURPRENANT
et al., 1996; Di VIRGILIO et al., 1999). Enquanto os receptores P2X sio ativados
em concentragdes nanomolares de ATP, o P2X7 necessita de concentragdes
mais altas, na faixa de micromolar, para exercer sua ativacdo. Estudos
demonstraram que concentracdes ainda maiores de ATP ou uma exposicao
prolongada, podem induzir a formacdo de um poro nédo seletivo na membrana
plasmética, levando a morte celular (BURNSTOCK e BOEYNAEMS, 2014;
RALEVIC e BURNSTOCK 1998). Além disso, este receptor possui a extremidade
carboxi-terminal mais longa (240 aminoéacidos), regido que é essencial para a
formacdo de poros citoliticos através da ativacdo do receptor (Figura 6)
(SURPRENANT et al 1996; RASSENDREM et al 1997).

P2X1-6 P2X7

Extracelular Extracelular

Intracelular Intracelular

Figura 6 - Diferencas entre os receptores P2X1-6 e P2X7. (Fonte: Adaptado de Di
VIRGILIO et al., 1999).

A adenosina também possui fungbes importantes dentro do sistema
purinérgico. E um nucleosideo de purina encontrado em todas as células e esta
envolvida nas principais vias do metabolismo primario. Atua na homeostase
eletrofisioldgica celular controlando as atividades dos canais de ions e também é
um mensageiro intracelular que sinaliza desequilibrio metabdlico (CUNHA, 2001).

Tem funcdo neuromoduladora a nivel simpatico e efeito neuroprotetor, além de
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mediar a vasodilatacdo no cérebro e o fluxo sanguineo em células corticais
(FORRESTER et al., 1979).

Com relacdo ao sistema imune, este nucleosideo possui efeitos contrarios
ao do ATP, sendo considerada uma molécula anti-inflamatoéria. Esta caracteristica
se da por ser ela responsavel pela inibicdo da liberacdo de citocinas proé-
inflamatdrias e, pela maturacdo e diferenciacdo de macréfagos e células
dentriticas (ANTONIOLI et al. 2013). Além disso, estudos recentes demonstram
gue este papel anti-inflamatério também se deve ao fato da adenosina diminuir a
secrecao de quimiocinas e consequentemente diminuir a inflamacdo e dano
tecidual. A adenosina também regula a interacdo entre os linfécitos e a
vasculatura, sendo importante para controlar o trafego de linfécitos em resposta
ao dano ou infeccéao tecidual (LINDEN e CEKIC, 2012).

Este nucleosideo atua através de receptores do tipo P1, divididos em
quatro subtipos conforme suas estruturas moleculares, distribuicdo tecidual e
afinidade pelo ligante: Al, A2A, A2B e A3, 0s quais estdo todos acoplados a
proteinas G. Assim como 0s receptores metabotrépicos P2Y, os receptores de
adenosina apresentam sete segmentos transmembrana, com a porgao amino
terminal voltada para o meio extracelular e a porcdo carboxi-terminal voltada para
o meio intracelular (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).

A enzima ecto-NTPDase é responsavel pela hidrélise do ATP a ADP e do
ADP a AMP, enquanto a enzima eco-NPP hidrolisa ATP diretamente a AMP. J4 a
enzima ecto-5’nucleotidase hidrolisa AMP até adenosina e a enzima ADA
desamina adenosina a inosina. A familia da NTPDase é composta por oito
membros: NTPDasel, -2, -3 e -8 hidrolisam os nucleotideos que ativam os
receptores do tipo P2. Por outro lado, as NTPDases 4, -5, -6 e -7 ndo participam
do metabolismo dos nucleotideos extracelulares, pois estdo localizadas em
organelas intracelulares (Figura 7). Ja as NTPDases 5 e 6, podem aparecer tanto
na superficie celular, quanto no espaco extracelular, como exoenzimas e,
alterando dessa forma na regulacdo da ativacdo de receptores dependentes de

ADP, UDP e UTP (ZIMMERMANN, 2007).

26



NTPDase8
(NTP>NDP) '.
m r

h h

NTPDase?2

(NTP=>>>NDP)

h
NTPDased
(UDP>GDP>CDP)

.‘"‘ 'r\ .
m m N .'

Figura 7: Estrutura das enzimas da familia NTPDase (1- 8). (Fonte: Adaptado de ROBSON et
al., 2006).

A familia das E-NPPs é formada por sete membros (E-NPP 1-7), porém
apenas a E-NPP1, 2 e 3 tem capacidade de hidrolisar nucleotideos. Por hidrolisar
o ATP diretamente a AMP, estas enzimas podem cancelar a sinalizacdo através
dos receptores P2. A familia da 5’-nucleotidase consiste de sete membros, seis
citosolicos e uma ecto-enzima, a ecto-5-nucleotidase. Esta enzima tem a
principal funcdo de gerar adenosina extracelular, sendo responsavel pela
ativacado dos receptores P1. Isto pode ser cancelado pela acdo da ADA que
hidrolisa adenosina a inosina (KUKULSKI et al. 2011).

3.4 EXERCICIO FisICO

A pratica de exercicios fisicos vem aumentado a cada ano entre a
populagdo mundial. No Brasil, cerca de 28,1 milhdes de pessoas praticam alguma
atividade fisica (Figura 8, IBGE, 2015). De acordo com dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), cerca de 40% da populacéao brasileira
pratica algum esporte ou atividade fisica. Além disso, o Instituto também revelou

gue a pratica mais comum entre os brasileiros € o futebol, seguido da caminhada
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e outros esportes coletivos. Pode-se observar também, pela figura 8, que os
homens estdo mais envolvidos em praticas esportivas e/ou exercicios fisicos
(IBGE, 2015).
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Figura 8: Percentual de pessoas que praticam algum esporte ou atividade fisica no Brasil em
2015. (Fonte: IBGE)

Com este crescente aumento da pratica esportiva, é cada vez mais comum
encontrarmos o exercicio fisico nos alvos de inUmeras pesquisas cientificas. Ele
é relacionado desde ao bem-estar do praticante, até mesmo como melhora de
performance em atletas. Sendo assim, as pesquisas sdo muito variadas entre
faixa etaria, onde encontramos pesquisas com criangas, jovens, adultos e idosos,
com diferenciacdo de sexo (homem e mulher), com tipo de atividade fisica
(aerdbica e anaerdbica), diferentes intensidades (leve, moderado, intenso) e até
mesmo relacionados a doengas como forma de prevenir, auxiliar no tratamento e
acelerar a recuperacao (VUADEN et al. 2007; CARDOSO et al. 2015; OLESEN et
al. 2015).

28



Pesquisas com a sepse também ja foram realizadas. O exercicio fisico,
devido as suas caracteristicas anti-inflamatérias e antioxidantes, ja foi utilizado
em pesquisas antes (PEPPLER et al. 2016; PEPPLER et al. 2017), durante
(IRAHARA et al. 2015) e ap6s a doenca (VUADEN et al. 2007; IRAHARA et al.
2015), sempre com bons resultados, tanto em humanos (OLENSEN et al. 2015),
guanto em modelos animais (VUADEN et al. 2007; IRAHARA et al. 2015).

As suas propriedades anti-inflamatdrias estdo relacionadas ao
funcionamento das enzimas ectonucleotidases e, portanto, a regulacdo da
concentracdo de nucleotideos e adenosina no ambiente extracelular
(BURNSTOCK E BOEYNAEMS, 2014; CARDOSO et al. 2015). Durante a fase
aguda, o exercicio diminui a atividade da NTPDase aumentando a concentracao
de ATP extracelular. Este, por sua vez, vai se ligar ao receptor P2X7 e
desencadear um processo pro-inflamatorio, aumentando a liberacdo de citocinas
pré-inflamatorias (IL-6 e IL-1B). Por outro lado, o exercicio na sua fase aguda,
também aumenta a atividade da ADA diminuindo a disponibilidade de adenosina
(MIRON et al. 2018). Esta possui efeitos anti-inflamatérios, tais como a inibicédo
da secrecdo das citocinas pro-inflamatorias e o aumento do recrutamento de
linfécitos para as areas de infeccdo, portanto sua menor concentracao significa
gue este efeito ndo estaria ocorrendo (BURNSTOCK e BOEYNAEMS, 2014). Por
outro lado, durante a fase crbnica do exercicio estas alteracdes se mostram
ocorrer de forma contraria. Ou seja, a concentracdo de ATP diminui e a de
adenosina deve aumentar, ja que a atividade da ADA se mostra diminuida
(MIRON et al. 2018) (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do exercicio agudo e crénico sobre a atividade da NTPDase e da ADA. (Fonte:

elaborado pelo autor).

Sendo assim, as alteracdes transitdrias que ocorrem na fase aguda do
exercicio ajudam o organismo a se preparar para novas sessfes deste e assim
também para outros estimulos pro-inflamatérios, tais como as doencas
inflamatorias. Além disso, o exercicio possui também propriedades antioxidantes,
que parecem funcionar através deste mecanismo de protecao (GLEESON et al.
2001; CARDOSO et al. 2015).

Além da protecdo exercida através do sistema purinérgico, 0 exercicio
fisico ja vem sendo utilizado com o intuito de reduzir o estresse oxidativo através
do aumento das defesas antioxidantes endégenas. Sabe-se também, que ambos
os tipos de exercicio, aerObico e anaerbbico, tem fungdo importante na
manutencao destas defesas (CRUZAT et al. 2007; MIRON et al. 2018).

No exercicio aerdbico, por exemplo, o equilibrio entre antioxidantes e proé-
oxidantes pode ser alterado dependendo da frequéncia e da intensidade que é
realizado o exercicio. Na maioria dos casos, quanto maior a intensidade do
exercicio, maior € a sintese de ER, e isto gera um quadro de estresse oxidativo
passageiro. Este efeito gera uma adaptacdo benéfica do treinamento, uma vez
gue o organismo tende a aumentar as duas defesas antioxidantes em resposta a
este estresse gerado (CRUZAT et al 2007; GLEESON et al. 2011) .
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Por outro lado, os exercicios anaerbbicos, principalmente os supra
maximos, geram um aumento da sintese de ER através da ativacdo da cadeia
transportadora de elétrons, pelo prolongado processo de isquemia e reperfuséo
tecidual e também pelo aumento da atividade fagocitica. Além disso, o aumento
da sintese de acido latico, catecolaminas e o elevado processo inflamatério pés-
exercicios supra maximos, também contribuem significativamente para o aumento
na producédo de ER. Estes fatores levam a uma adaptacdo maior do organismo
aumentando os niveis de antioxidantes (GLEESON et al. 2011). Dessa maneira,
0 estresse oxidativo induz o organismo a aumentar as suas defesas antioxidantes
endogenas e se preparar para novos estresses, que podem ser desde uma nova
sessdo de exercicio, até uma doenca relacionada a esse aumento (CRUZAT et al
2007).

Devido aos seus inumeros beneficios no sistema imune, purinérgico e na
melhora das defesas oxidantes do organismo, este trabalho buscou investigar a
relagdo do exercicio fisico resistido e do sistema purinérgico em um organismo
suscetivel pela sepse. Procura-se com os resultados obtidos, que a prética de
exercicios fisicos seja cada vez mais associada a saude e incentivada com esse

objetivo.
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ABSTRACT

Sepsis is a generalized infection that involves alterations in inflammatory parameters, oxidant
status and purinergic signaling in many tissues. Physical exercise has emerging as a tool to
prevent this disease because of its anti-inflammatory and antioxidant properties. Thus, herein
we investigated the effect of physical exercise in preventing alterations in purinergic system
components, oxidative stress and inflammatory parameters in lipopolysaccharide-induced
sepsis in rats. Male Wistar rats were divided in four groups: control, exercise (EX),
lipopolysaccharide (LPS) and EX+LPS. Resisted physical exercise was performed for 12 weeks
on a ladder with 1m height. After 72 hours of the last exercise session, the animals received
2.5mg/ kg of lipopolysaccharide for induction of sepsis and after 24 hours, lung and blood were
collected for analysis. The results showed that the exercise protocol used was able to prevent,
in septic animals: 1) the increase in body temperature; 2) the increase of lipid peroxidation and
reactive species levels in the lung, 3) the increase in ATP levels in serum; 4) the change in the
activity of the enzymes ectonucleotidases in lymphocytes, partially; 5) the change in the density
of purinergic enzymes and receptors in the lung and, 6) the increase of IL-6 and IL-1B gene
expression. Our results revealed the involvement of purinergic signaling and oxidative damage
in the mechanisms by which exercise prevents sepsis aggravations. Therefore, the regular
practice of physical exercise is encouraged as a way to better prepare the body against sepsis

complications.
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Highlights:

- Physical exercise was able to prevent alterations in ectonucleotidases activities and expression

in lung and lymphocytes of septic rats.
- Physical exercise prevented the oxidative damage in lung of LPS-induced sepsis in rats.

- 12 weeks of physical exercise modulates pro-inflammatory cytokines expression in rat model

of sepsis.
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1. INTRODUCTION

Sepsis is one of the major causes of Intensive Care Unit deaths in hospitals around the world.
It is characterized by a generalized infection that occurs due to the dysregulated response of the
immune system to the inflammation caused by infiltration of gram-negative and gram-positive
bacteria. The lung is often the starting point of the infection and because of this it is also the
organ most affected by the disease (Shaaban et al. 2018). Once infected by the toxic portion of
these bacteria, lipopolysaccharide (LPS), lung tissue initiates an inflammatory response that is
characterized by increased oxidative stress and the release of pro-inflammatory cytokines, such

as IL-1 and IL-6 (Russel, 2006; Singer et al. 2016; ILAS, 2016).

Oxidative stress is manifested when the production of reactive species (RS) is greater than the
production of antioxidants by the body, and an imbalance occurs. These RS can cause damage
to DNA, lipids, and proteins, which can cause cell death and consequent extravasation of
intracellular components into the medium (Heitrich et al. 2016; Peppler et al. 2016b). These
components, in extracellular environment, will act as damage-associated molecular pattern
(DAMPs) and signal this damage to the other cells in order to initiate the body's defenses. ATP
is one of the main DAMPs associated to cell damage and its levels can be regulated by a family
of enzymes that are anchored in the membrane, the ecto-NTPDases (Junger, 2011; Cekic and

Linden, 2016).

These enzymes are part of the purinergic system which is currently recognized as having an
important role in modulate the imuune system (Burnstock and Boeynaems, 2014). Besides the
enzymes, this system also consists of nucleotides (ATP, ADP and AMP), adenosine and
purinergic receptors (P2X1-7, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 and P2Y14,
P1). The enzyme ecto-NTPDase is responsible for the hydrolysis of ATP to ADP and ADP to

AMP, ecto-5'nucleotidase hydrolyzes AMP into adenosine and the enzyme adenosine
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deaminase (ADA) deaminates adenosine into inosine (Cardoso et al. 2015a; Martins et al.
2016). One of the main receptors sensitive to ATP is P2X7, a member of the P2X superfamily.
In high concentrations, the ATP can bind to its receptor (P2X7) and signal pro-inflammatory

effects on cells such as secretion of IL-6 and IL-1 (Rech et al. 2016).

With increasing levels of IL-6 and IL-1 in the body, defense cells are recruited (T and B
lymphocytes) and initiate the inflammatory response. Due to the great damage signaled, these
cells can generate a disorder in the organism and end up compromising healthy cells. This
unwanted effect of defense cells can cause widespread infection and affect multiple organs

(Singer et al. 2016).

Before that disease triggers these changes, it is important to find new strategies that enhance
the body's defenses. Because of its anti-inflammatory and antioxidant characteristics, physical
exercise has already been shown to be effective in numerous inflammation-related diseases
(Gleeson et al. 2011; Cardoso et al. 2015a; Martins et al. 2016) and has recently been studied
in the prevention of sepsis (Peppler et al. 2016a; Peppler et al. 2016b; Tyml et al. 2017).
However, the mechanisms by which it becomes preventive have not yet been fully elucidated

in view of the numerous changes that the disease may cause.

One of the possible mechanisms is associated to the reduction of oxidative stress that occurs in
the chronic phase of exercise (Cruzat et al. 2007; Gleeson et al. 2011). This mechanism occurs
because, during the acute phase, anaerobic exercise promotes increased RS synthesis through
the activation of the electron transport chain, the increased synthesis of the xanthine oxidase
and NADPH oxidase enzymes (Cruzat et al. 2007). In short, this increase generates an adaptive
response of the organism to the training, and this will need to produce more antioxidants to

increase resistance to new stresses (Radak et al. 1999; Cruzat et al. 2007).
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Another mechanism that may be involved in the prevention of sepsis through exercise is the
regulation of the enzymes ectonucleotidases (Cardoso et al. 2015a; Ferrari et al. 2016). These
enzymes are involved with the immune system by regulating the concentration of nucleotides
and nucleosides in the extracellular environment because ATP and adenosine are molecules
that have the signaling function for the immune system (Burnstock and Boeynaems, 2014,
Cekic and Linden, 2016). For example, ATP at high concentrations binds to its receptor and
triggers "danger signals” (Burnstock and Boeynaems, 2014). Adenosing, in turn, promotes anti-
inflammatory effects by limiting the extent and duration of inflammation, as well as activating
Treg cells. In the lung, the adenosine suppresses lung inflammation and reduce pulmonary

edema and tissue damage (Cekic and Linden, 2016).

Knowing the importance of sepsis prevention and considering the anti-inflammatory and
antioxidant characteristics of physical exercise, this work sought to investigate whether the
purinergic system and the oxidant system would be involved in the protection mechanisms of
exercise against sepsis. Thus, herein we analyzed the effect of 12 weeks of resistance exercise
in the activities and expression of purinergic signaling components as well as in the parameters

of oxidative stress of septic animals.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Animals

Adult male Wistar rats (30 — 60 days; 220-300 g) from the Central Animal House of the Federal
University of Santa Maria were used in this experiment. The animals were maintained at a
constant temperature (23 = 1 °C) on a 12 h light/dark cycle with free access to food and water.
All animal procedures were approved by the Animal Ethics Committee from the Federal
University of Santa Maria (protocol under number: 5975191216). All efforts were made to
minimize the number of animals used in this study and their suffering.
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2.2 Experimental protocol

Rats were randomly divided into four groups: control, exercise, LPS, and exercise+LPS. The
exercise groups were submitted to weathered exercise in the ladder (Scheffer et al. 2012) and
in the LPS groups, sepsis was induced by intraperitoneal injection (i.p.) of lipopolysaccharide
(2,5 mg/kg) (Schneiders et al. 2015) 48 hours after last session of exercise. The animals that
don’t practiced exercise, were manipulated in the same time of others and the group control
was received i.p. of saline, both to go through the same stress of others. These animals were
euthanized 24h after the las exercise session (Bursch and Picher, 2016; Vuaden et al. 2007), the

blood was collected by cardiac puncture and lung removed for further analysis.

2.3 Exercise protocol

For this study was utilized a climbing protocol in according whit Scheffer et al. (2012). It was
realized for 12 weeks in Mondays, Wednesday and Fridays in the same time. The animals were

weighed weekly for control and adjustment of exercise load.

2.4 Sepsis induced protocol

After 48 hours of last session of exercise the animals received 2,5mg/kg of lipopolysaccharide
for sepsis induced. The temperature was verified during 24h and after this time the animals
were euthanized, the blood was collected for separation of lymphocytes and the lung was

removed for further analysis.

2.5 Isolation of mononuclear cells

Mononuclear leukocytes were isolated from blood collected with ethylenediaminetetra acetic
acid (EDTA) and separated on Ficoll-Histopaque density gradients in according with Boyum

(1968).

2.6 Isolation of mononuclear cells of lung
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Mononuclear leukocytes were isolated of lung of animals in according with Jaques et al. (2010).

The lungs of every two animals were necessary for get 4g of samples for the technique.
2.7 Protein determination

Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford (1976) using serum

albumin as standard.

2.8 Determination of lipid peroxidation

Lung lipid peroxidation was determined according to Ohkawa, Ohishi and Yagi (1979). The
amount of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) will be expressed as nmol of MDA

/g of lung tissue.

2.9 GST assay

The activity of GSTwas measured in the tissue lung using a procedure described by Habig, Pabs
and Jakoby (1974), which involved 1 cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB) as a substrate. The
assay mixture contained 1 mM CDNB (in ethanol), 10 mM GSH, 20 mM potassium phosphate
buffer (pH 6.5) and 20 pL of the serum. The enzyme activity was calculated from the changes
in absorbance at 340 nm using a molar extinction coefficient of 9.6 mM/cm. The activity was

expressed as umol GS-DNB min/mg protein.

2.10 Determination of total thiols (T-SH) and non-protein thiols (NPSH) in lung tissue

T-SH groups were assayed in lung tissue by the method of Boyne and Ellman (1972) with some
modifications. This method consists of the reduction of 5,50 -dithio-(bis-nithrobenzoic) acid
(DTNB) in pH 7.0, measured at 412 nm. Results were expressed in mmol TSH/mL of lung
tissue. NPSH were assayed in lung by the method of Ellman et al. (1961) with some
modifications. Aliquots (100 mL) of lung tissue were added to a phosphate buffer 1 mol/L (750

mL), pH 7.4, and the reaction was read at 412 nm after the addition of 10 mM 5,50 - dithio-bis-
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(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (50 mL). Results were expressed as mmol NPSH/mL of lung

tissue.

2.11 Quantification of reactive species (RE)

The formation of reactive lung species was estimated according to Ali, Lebel & Bondy (1992).
An aliquot of 50 pLL of homogenate will be incubated with 10 uLL of 2 ', 7'-dichlorofluorescein-
diacetate (DCFH-DA, 7 uM). RE levels will be determined by fluorescence method. The
oxidation of DCFH-DA to dichlorofluorescein (DCF) will be measured for intracellular RE
detection. The intensity of DCF fluorescence emission will be recorded and 488 at 525 nm of
excitation 60 min after addition of DCFH-DA in the medium and the oxidized
dichlorofluorescein will be determined using a standard curve and the results will be expressed

as U DCF / mL serum or U DCF / mg protein.

2.12 Determination of protein oxidation

The oxidation of proteins into lungs will be determined by the method of Levine et al (1990).
The color intensity of the supernatant will be measured at 370 nm and expressed as nmol / mg

protein.

2.13 Quantitative ATP determination

The quantitative ATP determination in serum was developed using commercial kit by
bioluminescence assay with recombinant firefly luciferase and its substrate D- luciferin in
serum. The assay is based on luciferase’s requirement for ATP in producing light - emission
maximum ~560 nm at pH 7.8 (Karamohamed and Guidotti, 2001). This assay is extremely
sensitive. We combined the components of the reaction as follows to make a standard reaction

solution and adjust the volumes according to particular requirements. Each reaction contained
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1.25 pg/mL of firefly luciferase, 50 uM D-luciferin and 1mM DTT in 1X Reaction Buffer.

After a 15minutes incubation, luminescence was measured.

2.14 Ecto-NTPDase activity determination

After lymphocyte isolation, ecto-NTPDase activity was determined as described by Leal et al.
(2015) wherein the reaction medium contained 0.5 mmol/l CaCl2, 120 mmol/l NaCl, 5mmol/I
KCI, 6mmol/l glucose and 50mmol/l Tris— HCI buffer at pH 8.0, with a final volume of 200 ml.
Twenty microlitres of the intact mononuclear cells suspended in physiological saline solution
were added to the reaction medium (2-4mg of protein) and preincubated for 10min at 37°C and
incubation proceeded for 70min. The reaction was initiated by the addition of substrate (ATP
or ADP) at a final concentration of 2.0 mmol/l and stopped with 200ml of 10% trichloroacetic
acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan, Delfert
and Junger (1986) using malachite green as the colourimetric reagent and KH2PO4 as the
standard. Controls were carried out by adding the enzyme preparation after TCA addition to
correct for nonenzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate and the

specific activity is reported as nmol Pi released per min/mg of protein.

2.15 Adenosine deaminase activity determination

ADA activity from blood and lung lymphocytes was determined according to Giusti and Galanti
(1984) and Jaques et al (2010) on the basis of the Bertholet reaction, that is the formation of a
coloured indophenol complex from ammonia released from adenosine and quantified
spectrophotometrically. Briefly, 25ul of lymphocytes reacted with 25ul of 21 mmol/l of
adenosine pH 6.5 and was incubated at 37°C for 60min. This method is based on the direct
production of ammonia when ADA acts in excess of adenosine. The protein content for

lymphocytes experiment was adjusted between 0.1 and 0.2 mg/ml. Results were expressed in
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U/I. One unit (1U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1mmol of

ammonia per minute from adenosine at standard assay conditions.
2.16 Western blot

The protein was diluted with two volumes of SDS-PAGE buffer containing 8 M urea, 100 mM
dithiothreitol, 2% (w / v) sodium dodecylsulfate and 375 mM Tris-HCI pH 6.8 and incubated
for 2 hours at 37°C. These diluted samples were stained with a molecular weight marker
(Amersham) and separated by SDS-PAGE (10% with a concentration of 4% gel), then
electroporated to a nitrocellulose membrane. After blocking for 2 hours at room temperature
with 5% milk in Tris-saline buffer, pH 7.6 containing 0.1% Tween 20 (TBS-T), the membranes
were incubated overnight in 4 (dilution 1: 1500), NTPDase 1 (Dilution 1: 5000), NTPDase 2
(1: 5000 dilution), and 5'-nucleotidase (1: 5000 dilution). Soon after, the membranes were
washed for 10 min with TBS-T containing 0.5% milk and the membranes were incubated with
anti-rabbit, anti-mouse and anti-mouse peroxidase conjugated secondary antibody (HRD) (1:
20000 dilutions, Calbiochem) in TBS-T containing 1% milk for 120 minutes at room
temperature. After 5 washings of 10 minutes in TBS-T with 0.5% milk, the membranes were
incubated with chemofluorescent solution for 5 minutes and analyzed with a ChemiDoc 3000
(Biorad) image developer. The membranes were subjected to a test review to evaluate the
immunoreactivity for B-actin or a-tubulin and confirm the similar protein content applied to the

gel (Schmued, Stowers and Scallet, 2005; Duarte et al. 2005).
2.17 Quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

In this study, gene expression of II-7/4 and 11-6 cytokines genes was performed using qRT-PCR
analysis as previously described (Assmann et al. 2018). In brief, RNA was isolated using
TRIzol® reagent (Invitrogen™ L.ife Technologies, Carlsbad, CA, EUA) and quantified at 260
nm. Reverse transcription was performed with the iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad
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Laboratories, Hercules, CA, USA) and RNA was added to a final concentration of 1 pg/uL. The
following steps were used for cDNA synthesis: 37°C for 5 min, heating at 65°C for 10 min and
cooling for 10 min at 5°C. Additionally, 25°C for 5 min, 42°C for 30 min, 85°C for 5 min and a
final incubation at 5°C for 60 min were used. The run was performed in a volume of 20 uL
using 1x QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and 1 uL of cDNA. The
reaction was performed in a Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) equipment under the
following conditions: 95°C for 3 min, followed by 40 cycles at 95°C for 10 seconds, 60°C for
30 seconds followed by a melting curve of 65°C to 95°C. As internal control to normalize gene
expression we used the p-actin (Actb) gene. Gene Actb Forward Sequence (5°-3°):
{TGTGACGTTGACATCCGTAAAG}; Reverse Sequence (3’-5"): {GGCAGTAATC
TCCTTCTGCATC}. Gene IlI-18 Forward Sequence (5°-3’): {TGACCCATGTGAG
CTGAAAG}; Reverse Sequence (3’-5%): {CGTTGCTTGTCTCTCCTTGTA}. Gene 11-6
Forward Sequence (5’-3”): {GAAGTTAGAGTCACAGAAGGAG}; Reverse Sequence (3’-

5’): {GTTTGCCGAGTAG ACCTCATAG}.
3. RESULTS

In Figure 1 are shown the temperatures of animals of Control, LPS, and exercise+LPS groups
in 1, 3, 6, 12 and 24 hours after sepsis induced with LPS. 12h after the LPS injection, the rats
temperature of LPS and exercise+LPS groups increased when compared to control group (F=
2,70; P<0,0001). In the last time (24 hour) the temperature of septic exercised animals was

lower when compared to septic sedentary animals (F=5,70; P<0,0001).

Figure 2 shows the results of lung oxidative stress parameters in animals of control, exercise,
LPS and exercise+LPS groups. The results of TBARS levels in lung are show in the Figure 2A.
In the animals of LPS group, TBARS levels are increased when compared to control animals

and the exercise was able to prevent this increase in the exercise+LPS group (F=7,659;
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P=0,0115). Figure 2B shows the results of protein oxidation in lung and this parameter did not
change between groups. Results from GST activity in lung are shown in Figure 2C. As can be
observed, the enzymatic activity augmented in LPS group and in exercised animals when
compared to control animals. (Exercise: F=33,29; P<0,0001; LPS: F=8,041; P=0,0110). The
Figure 2D shows the results of T-SH levels in lung and shows that exercise animals increased
this levels when compared to control (F=15,14; P=0,0012). The NPSH levels in lung are shown
in Figure 2E and as can be observed the exercised animals increased this levels when compared
to control (F= 15,81; P= 0,0011). The Figure 2F shows the results of levels ROS and shows

that exercise was able to prevents the increase caused by LPS (F=1,19; P=0,0201).

The levels ATP in serum are presented in Figure 3. As can be observed in animals of group
LPS, the LPS administration increased the ATP levels when compared to the control group (F=
144,4; P < 0,0001), and the exercise (exercise+LPS group) was able to prevent this increase

when compared to the LPS group (F=24,87; P < 0,0001).

The activity of NTPDase and ADA in blood lymphocytes are shown in Figure 4. When used
the ATP as substrate (Fig. 4A), the LPS decrease the NTPDase activity in sedentary animals
when compared to the control and the exercise per se decrease this activity also (Interaction:
F=14,43; P = 0,0014). In Figure 4B the ADP was used as substrate for NTPDase, this graphic
shows that LPS increased the activity of enzyme in exercise animals when compared to the
control exercise. The Figure 4C shows the activity ADA and the adenosine hydrolysis was
increased in animals of LPS group and exercise was able to partially prevent this increase (F=

9,395; P =0,0064).

The Figure 5 shows the results of NTPDase and ADA activity in lung lymphocytes. The results

don’t show significant differences.
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The analyze of Western Blot (Fig. 6) shows that physical exercise was able to prevent the
decreased of NTPDase 1 and NTPDase 2 density, caused by LPS, when compared to animals
of sedentary groups. Due this decreased, in density of NTPDase 1 and NTPDase 2, the P2X7
density is increased in animals of sedentary groups, and in animals of exercise+LPS groups, the

exercise prevented this increased.

In Figure 7 are shown the gene expression profile of IL-6 and IL-1p by lymphocytes control,
exercise, LPS and exercise+LPS groups. In the study, the LPS increased the gene expression
profile of IL-6 and IL-1p in animals of LPS group (A and B, respectively) and the physical
exercise was able to prevents this increased in animals of exercise and exercise+LPS group

(F=1,8; P<0,0001).

4. DISCUSSION

Increasingly, physical exercise has been used as a preventive tool for diseases related to
inflammation (Vuaden et al. 2007; Cardoso et al. 2015a; Olesen et al. 2015). One of the
mechanisms involved in this process is linked to the increase of the antioxidant capacity and
increase the immune response of the organism. In relation to sepsis, the exercise was already
effective before (Peppler et al. 2016a; Peppler et al 2016b) during (Irahara et al. 2015) and after
the disease (Borges et al. 2015) both in experimental model (Vuaden et al. 2007; Irahara et al.

2015) and in humans (Olesen et al. 2015; Borges et al. 2015).

In this study, we verified that sepsis, induced by LPS, caused cellular damage in lung tissue
through oxidative stress and altered the immune system through the purinergic system and the
expression of interleukins. The regular practice of resistive physical exercise was efficient in
preventing these changes due to its characteristic chronic effects: antioxidant and anti-

inflammatory (Radak et al. 1999; Cruzat et al. 2007; Gleeson et al. 2011). Many results found
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in this study are precursors in the research and relate physical exercise, purinergic system and

immune system, clarifying some mechanisms involved in this interaction.

The analysis of oxidative stress parameters in lung tissue showed a significant increase of lipid
peroxidation and reactive species in the LPS group. These findings confirm the damage caused
by the induction of sepsis and indicates that sepsis caused injury to the plasma membrane of
the lung cells (Shaaban et al. 2018). This damage suggests that many molecules, such as
nucleotides and nucleosides, would be being released into the circulation. These molecules can
act as DAMPs by determining the signaling of septic inflammatory and aseptic responses in the

body (Krysko et al. 2012).

One of the DAMPs associated with the pro-inflammatory response is ATP (Junger, 2011; Cekic
and Linden, 2016). In this study, high concentrations of this nucleotide were found in the serum
of animals with sepsis confirming the cell damage caused. This ATP can be rapidly hydrolyzed
by the enzyme NTPDase or it can bind to its main receptor, P2X7, and trigger a signaling
cascade that differs in each tissue (Zimmerman, 2011; Cardoso et al. 2015a). Thus, we analyzed
the density of NTPDase in lung tissue and we observed a decrease in this enzyme, which may
indicate that this ATP would then be binding to its receptor and activating it. The P2X7 receptor
was already shown in the lung (Lemairen and Leduc, 2003), pulmonary macrophages
(Lemairen and Leduc, 2003) and alveolar epithelial cells (Mishra et al. 2011), and in this study,
the density of the P2X7 receptor in lung tissue was found to be high, confirming the hypothesis

that ATP would bind to this receptor.

When binding to P2X7, ATP acts releasing pro-inflammatory cytokines such as IL-1p and IL-
6 (Ferrari et al. 2016). These cytokines, in turn, may act on different tissues stimulating or
inhibiting reactions associated with inflammation. When they bind to their specific receptors

on hypothalamus, these cytokines can cause increase in body temperature (Blomquist and
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Engbom, 2018). In this study, the cytokines IL-1p and IL-6 increased in lymphocytes of septics
animals and the temperature of these animals was verified at certain times after the injection of
LPS and the peak of fever occurred around 12 ° hour post LPS induction. These results confirm

that inflammation occurred in these animals.

Pro-inflammatory cytokines have also been found at high levels in the lungs cells when tissue
injury is caused by LPS (Shaaban et al. 2018) and this may increase the recruitment of defense
cells to the sites of infection, including lymphocyte differentiation and induction of apoptosis
(Junger, 2011). Since this apoptosis is responsible for the release of ATP in the circulation and,
since this ATP can be hydrolyzed to adenosine and that the balance of these molecules can
induce a pro or anti-inflammatory state, we evaluate the activity of the enzymes responsible for
nucleotide and adenosine hydrolysis in the blood lymphocytes of animals. The NTPDase
(hydrolysis of ATP) activity decreased in animals with sepsis. This, combined with the high
levels of circulating ATP, suggests that more ATP molecules are available to play their pro-
inflammatory role. The activity of this enzyme has already been altered by LPS in the work of
Vuaden et al (2011), which used different concentrations of the toxin in vitro in mesenteric
lymph nodes of rats, demonstrating that the enzyme is sensitive to the toxin (Vuaden et al.

2007).

In the same line of reasoning, we evaluated adenosine hydrolysis. Our findings showed that
the ADA activity increased in the animals of the LPS group. This suggests that fewer Ado
molecules would be available to play anti-inflammatory role in the immune system,
contributing to the pro-inflammatory environment (Burnstock and Boeynaems, 2014). In
addition, as mentioned earlier, the gene expression of pro-inflammatory interleukins (IL-1p and

IL-6) was increased in septic animals confirming the inflammatory process in lymphocytes.
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Trying to fight against the infection, the immune system ends up repairing and neutralizing
healthy tissues and the organism can become multi-organ failure in a short time (Singer et al.
2016). Therefore, it is sought alternatives that can prevent the disease, avoiding the onset of
manifestations. Recent studies have showed physical exercise to prevent sepsis (Peppler et al.
2016a; Peppler et al. 2016b; Tyml et al. 2017). Thus, in our study evaluated 12 weeks of
resistance exercise before to LPS administration and the results were effective in preventing the

alterations found.

Cell damage caused by sepsis in lung tissue due to oxidative stress was prevented by physical
exercise. The levels of lipid peroxidation and reactive species that were elevated in sedentary
animals with sepsis, decreased to the control levels in trained animals. According to Gleeson et
al (2011), we can infer that this antioxidant effect of exercise occurs in response to long-term
training (chronic effect), because at each exercise session the organism improves its antioxidant
defenses in response to increased transient oxidative stress and prepares for a new stimulus,

which can be a new exercise session or an inflammatory disease (Gleeson et al. 2011).

In our study, trained animals also had ATP, IL-6 and IL-1B levels decreased when compared
to the sedentary septic animals, corroborating with the prevention of cellular damage caused by
sepsis. With less ATP available, fewer pro-inflammatory cytokines are released and less
signaling of apoptosis occurs. As IL-6 was responsible for the increase in body temperature
(Blomquist and Englblom, 2018), consequently trained animals had lower temperatures when

compared to sedentary animals demonstrating the protective mechanism of exercise.

The trained animals were also protected from decreasing in the density of the NTPDase enzyme
in lung tissue, indicating that the ATP molecule was now being hydrolyzed and could not exert
its pro-inflammatory effects. The diminished density of P2X7 receptor in the trained animals

when compared with the sedentary septic animals confirms this hypothesis. This receptor, in
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the lung tissue, is responsible for activating inflammassomas linked to inflammatory diseases
such as sepsis and when ATP is in high concentrations, as in this case non-selective pore
formation occurs in some cells expressing P2X7, which can lead to necrosis or cellular

apoptosis (Kasper and Barth, 2017).

In addition to exerting a protective effect on lung tissue, physical exercise was also able to
partially prevent the effects caused by LPS on the ectonucleotidase enzymes of blood
lymphocytes. Increased ATP hydrolysis and decreased Ado hydrolysis are characteristic of an
anti-inflammatory environment since the Ado molecule has protective functions, such as
inhibition of the production of inflammatory cytokines and activation of immune cells (Cardoso
et al. 2015b). This effect of the exercise on the enzymes econucleotidases can be one of the
most important mechanisms unveiled in this study, since they regulate the nucleotide and
nucleoside levels in the extracellular environment also regulating the whole function of the

immune cells (Zimmerman, 2011).

In conclusion, this study reveals some mechanisms involved in the protective effect of exercise
against sepsis. We demonstrated that 12 weeks of resistive physical exercise is able to protect
almost totally from damage to the lungs and the immune system of animals exposed to LPS.
We also showed that the purinergic system has a direct influence on the immune response and
that exercise can increase the body's defenses by modulating ectonucleotidases activity and cell
damage. In short, regular practice of resistance exercise is effective in preventing sepsis and
may contribute to human health. New research is encouraged involving physical exercise and

immune system from these findings.
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Figure 1: Temperature of animals after sepsis induced in 1, 3, 6, 12 and 24 hours. Dates are
represented as mean + SEM, p<0.05 (n=5). * represents significant difference in relation to
control. # represents significant difference between Exercise+LPS and Sedentary+LPS groups.
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Figure 3: ATP levels in serum from control, exercise, LPS and exercise+LPS groups. Dates

are represented as mean + SEM. Bars with different letters are statistically different (p<0.05, n
=9).
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5.DISCUSSAO

Muitos estudos tém utilizado o exercicio fisico como ferramenta preventiva
contra doencas relacionadas a inflamacédo (VUADEN et al., 2007; CARDOSO et
al., 2015; OLESEN et al., 2015). No presente trabalho, utilizou-se um protocolo
de exercicio resistido em animais antes da inducdo da sepse por meio da

administracao de LPS.

Os resultados deste estudo mostraram um aumento nos niveis de espécies
reativas e de peroxidacao lipidica no pulméo dos animais sépticos, sugerindo um
rompimento na membrana celular e consequentemente, extravasamento de
muitas moléculas e/ou organelas do meio intracelular para o meio extracelular
(KRYSKO et al., 2012).

Uma destas moléculas € o ATP. Na analise realizada em soro dos animais
com sepse, encontrou-se a concentracdo deste nucleotideo aumentada,
confirmando que estava ocorrendo dano celular nestes animais. Este ATP
extracelular pode ter dois destinos principais: ele pode ser hidrolisado pelas
enzimas do sistema purinérgico ou pode se ligar aos receptores do tipo P2
(ZIMMERMAN, 2011).

Na andlise da densidade da enzima NTPDase em tecido pulmonar,
verificou-se uma diminuicdo desta densidade nos animais seépticos. Em
contrapartida, a densidade do principal receptor sensivel ao ATP, o receptor
P2X7, estava aumentada, sugerindo que entdo, este nucleotideo estaria se
ligando ao seu receptor e desencadeando uma série de respostas pro-
inflamatorias (CARDOSO et a., 2015; ZIMMERMAN, 2011).

Uma das respostas pré-inflamatérias do ATP quando ligado ao receptor
P2X7 é o aumento da secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (FERRARI et al.,
2016). Neste estudo encontrou-se a expressao génica das citocinas IL-6 e IL-1f3
aumentada nos linfécitos dos animais com sepse. Sendo um dos efeitos destas
interleucinas o0 aumento da temperatura corporal (BLOMQVIST e ENGBLOM,

2018), verificou-se a temperatura dos animais sépticos em 1, 3, 6, 12 e 24 horas
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apés a inducdo da sepse e estimou-se 0 pico de temperatura em 12 horas,

confirmando a febre e caracterizando a inflamacéo.

Além disso, também foi verificado a atividade das enzimas
ectonucleotidases em linfécitos sanguineos para verificar se este ATP
extracelular ndo estaria sendo hidrolisado pela NTPDase. Os resultados
mostraram que a atividade desta enzima estava diminuida nos animais sépticos
gquando comparado ao controle e que a atividade da enzima ADA estava
aumentada. Isto caracteriza um quadro tipico de inflamacédo, uma vez que a
adenosina que poderia exercer efeito anti-inflamatoério estava sendo hidrolisada
pela ADA.

Através destes resultados, pode-se verificar que a sepse induzida pelo LPS
causou dano celular no tecido pulmonar e ativou um processo inflamatorio através
da regulagcdo do sistema purinérgico. O exercicio fisico resistido usado nesta
pesquisa como agente preventivo, foi capaz de prevenir estes efeitos através do
seu efeito crénico, caracterizado pelas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatorias.

O exercicio fisico, por meio do aumento das defesas enddgenas, preveniu
0 aumento nos niveis de ER, da peroxidacéo lipidica e, por consequéncia, sugere-
se que preveniu o dano celular causado pela sepse no tecido pulmonar. Além
disso, o0 aumento nos niveis de ATP em soro também foi prevenido com as 12

semanas de exercicio resistido.

Em relacdo a densidade das enzimas ectonucleotidases, o exercicio fisico
preveniu a diminuicdo destas enzimas e também o aumento na densidade do
receptor P2X7. Pode-se sugerir entdo, que o ATP que estava disponivel no meio
extracelular estaria agora, sendo hidrolisado pela NTPDase e n&o estaria
exercendo seus efeitos pro-inflamatérios. Assim também, o aumento na
expressédo génica das interleucinas IL-6 e IL-1( foi prevenido pelo exercicio fisico
e, consequentemente, pode-se observar que a temperatura dos animais
exercitados se manteve menor comparado aos animais sedentarios em todos 0s

horarios de coleta de temperatura.
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A prevencdo na alteracao das atividades enzimaticas nos linfécitos ocorreu
de maneira parcial, ou seja, verifica-se uma tendéncia da prevencao exercida pelo
exercicio em retornar as atividades a nivel de controle. Sendo assim, mais ATP
estaria sendo hidrolisado até adenosina e esta estaria em maior disponibilidade
uma vez que, a atividade da ADA estaria diminuida. Isto pode sugerir que o

organismo treinado esta mais suscetivel a um ambiente anti-inflamatério.
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados encontrados neste estudo, pode-se verificar
alteracdes significativas no sistema imune, sistema purinérgico e no tecido
pulmonar dos animais sépticos. Através destas alteracdes, sugere-se que a sepse
causou dano a estes sistemas e ao pulméao através da alteracdo nas enzimas
ectonucleotidases e pelo aumento da producao de espécies reativas. O exercicio,
por sua vez, foi capaz de prevenir todas as alteragdes significativas encontradas
que foram causadas pela doenca. Entdo, doze semanas de exercicio resistido

foram capazes de prevenir, detalhadamente:

e O aumento da temperatura corporal na 24° hora ap0s a exposicao ao
LPS;

e O aumento da Peroxidacdo lipidica e de espécies reativas no tecido
pulmonar;

e O aumento dos niveis ATP no soro;

e As alteracdes nas enzimas ectonucleotidases nos linfocitos,
parcialmente;

e A alteracdo na densidade das enzimas ectonucleotidases e do receptor
P2X7 no pulméo e;

e O aumento na expressao génica da IL-6 e da IL-1B em linfécitos.

Assim, incentiva-se a pratica de exercicios fisicos resistidos como medida
preventiva contra a sepse e outras doencas relacionadas a inflamacdo, e com
alteracdes semelhantes as encontradas aqui. Incentiva-se também, que outras
andlises sejam realizadas com intuito de investigar outros mecanismos pelos
guais o exercicio age e, além disso, outras altera¢cbes que a sepse pode causar

e que o exercicio seja capaz de prevenir.
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stress in experimantal model of sepsis”, utilizing 60 Heteragenics rats (60 males), pretocal number CELA 5875191216, under the
responsibility of Maria Rosa Chitalina Schetinger snd team, Vanessa Valdnia Miron; Andréia Machado Cardoso ; Leticia Torneto
Druzian; Nathigli Bianchin; Pauline da Costa; Thausn Lopes Faccin - which invelves the production, maintenance andor use of
animals belenging to the phylum Chordata, subphylum Vertabrata (except human beings), for scientific research purpases or
teaching - is in eccordance with Law 11,794 of October 8. 2008, Dacree 6809 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the Mational Council far Contral of Animal Experimentation (CONCER), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of
the Federal University of Santa Maria {CEUA/UFSM) in the meeting of 03/08/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposte: de 03/2017 & 06/2018 Area: Bioguimica E Biologia Malecular

Origem Biotéric Central UFSM
Ezpécie:  Matos heterogénicos sexo: Machos idade: &0 a 90 dias N: &0
Linhagem: ‘Wistar Pesoc: 200a250g

Resumo: Sepse & uma doanga conhacida por gerar uma infecclo generalizada na tentativa de combater uma inflamasdo. Ela afets
a5 respostas imunes, inflamatérias @ de coagulagic do hospedeira, podendo levar a marta. O exercicio fissco tam sido reconhacido
come uma farma de protecdo nos casos de sepse, entratanto, os mecanismaos responsdveis pels seu efeits ainda nds estdo
completamente elucidados. Assim, o objetivo deste trabalho é verificar os efeitos de doze semanas de treinaments resistido na
escads sobre pardmetros de estresse coidativo e sobre & atividade e 3 expressdc de componentes do sistema punnérgico em
modela exparimental de sepse. Para isso, ratcs machos serdg divididas entre treinados @ sedentdnos. e, 3pds o periods de
treinamento, & sapse sar8 induzida através da sdministracdo de LPS. O sangue & ¢ pulmdo serdo coletados para as andlises da
atividada & expressdc das enzimas ectonucleatidases & do raceptor P2X7, além de serem avaliades pardmetros de estresse
oxidative como danos proteicos e lipidicos e conteddo de antiowidantes enziméticos @ ndo-enziméticos nes diferentes grupos
trabalhados. Espera-se, através destas andlises, que os rates trainados tenham os efeitos da inflamagdo reduzides em relacdo sos
ratas ndo treinades, comprovando que o exercicio fisics pode ser usade coma ferramanta auxiliar no combate & sepse

Lecal do expenments: OF animais serdo manbidos na bictério setonal da bisguimica, prédio 19, em um macroambiente com
temperatura controlada (23°C + 1) gue & venficada através de termostato & com um ciclo de 12 horas claro/escura, o ambients
possul 2 exaustaras de ar pars uma completa renavaclo do ar interna do bistéric. A ragdo gue oF animais recebem tem
balanceamento de nutrigntes essanciais, proteinas, carbaidratos e lipidecs, componentas bésicos e iguais aos utlizades no biotéria
central, sendo a dgua e a ragdo sdlida fornacidas ad libitum. Antes do infcio do experimenta, os animais passardo por um pariodo
de adaptacdc de 10 dias & o fundo das caixas receberdo maravalha, gue apds o uso, serd descartada coma contaminante. Além
disse, o5 animais sarfe distribuidas em 5 rates e todas as caixas receberio objetos (rolos de papel e/ou PVE) para enriguaciments
ambiental.

Santa Maria, 09 de margo de 2017
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