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RESUMO

MALHEIRO, Lara Fabiana Luz. Treinamento Intervalado de Alta Intensidade atenua a
inflamac&o hepaética atraves a via de sinalizacdo TLR4/NF-kB em ratas com hepatotoxicidade
induzida por cisplatina. Instituto Multidisciplinar de Sadde, Universidade Federal da Bahia,
Vitdria da Conquista, 2024.

A cisplatina (CP) € um quimioterapico amplamente utilizado para o tratamento de varios tipos
de tumores sélidos, contudo a falta de seletividade afeta células saudaveis, provocando diversos
efeitos citotoxicos, incluindo a hepatotoxicidade. Embora os mecanismos envolvidos na
hepatotoxicidade ndo estejam totalmente esclarecidos, evidéncias apontam para uma
importante participacdo do processo inflamatorio no agravamento e progressdo dos danos
teciduais. Recentemente, alguns estudos tém reportado os efeitos hepatoprotetores da pratica
regular de exercicios fisicos aerdbicos, contudo ainda ndo estd clara a influéncia da
manipulacdo de suas variaveis sobre tal hepatoprotecdo, especialmente em lesGes hepéticas
agudas. Assim, este estudo tem como objetivo comparar os efeitos entre o pré-condicionamento
com o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) e treinamentos tradicionais continuos
de leve (LIT) e moderada (MIT) intensidades sobre marcadores inflamatdrios em ratas wistar
com hepatotoxicidade induzida por CP. Para tanto, 35 ratas wistar foram divididas em cinco
grupos (n=7 em cada grupo): controle e sedentarios (C+S); tratados com CP e sedentario
(CP+S); tratados com CP e submetidos ao LIT (CP+LIT); tratados com CP e submetidos ao
MIT (CP+MIT) e tratados com CP e submetidos ao HIT (CP+HIIT). Os protocolos de
treinamentos consistiram de corrida em esteira motorizada, 5 dias por semana, por 8 semanas,
antes do tratamento com CP. Ao final das 8 semanas de treinamento, as ratas receberam uma
Unica injecdo de CP (5 mg/kg i.p) ou solugdo salina, e 7 dias depois da injecdo foram
eutanasiadas. Amostras do figado foram coletadas para avaliar a expressdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), do receptor toll like 4 (TLR4), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 e IL-10, o numero de células ED-1
positivas e marcadores de macrofagos M1 (iNOS) e M2 (arginase 1) no tecido hepatico. Os
nossos resultados mostram que o tratamento com a CP promoveu aumento de todos 0s
marcadores  pré-inflamatérios, incluindo TLR4/NF-xB, citocinas pré-inflamatorias,
imunomarcacdo de células ED-1 positivas e expressdo do marcador de macrofago do tipo M1
em relacdo ao grupo controle. No entanto, o HIIT foi o protocolo de exercicio mais eficaz em
reduzir o aumento de todos esses marcadores quando comparado aos protocolos LIT e MIT.
Adicionalmente, o pré-condicionamento com o HIIT potencializou as expressdes da citocina
anti-inflamatoria 1L-10 e do marcador de macréfagos do tipo M2, ao passo em que reduziu a
expressdao do marcador de macrofagos do tipo M1 no tecido hepatico. Desse modo, o0 presente
estudo sugere que o pré-condicionamento fisico com o HIT foi mais eficaz em promover
efeitos hepatoprotetores do que os protocolos de pré-condicionamentos com LIT e MIT,
regulando importantes marcadores inflamatérios através da modulagdo da via de sinalizacéo
TLR4/NF-xB no tecido hepatico de ratas tratadas com CP.

Palavras-chaves: Hepatotoxicidade. Cisplatina. Exercicio fisico. HIT. Inflamacéo.



ABSTRACT

MALHEIRO, Lara Fabiana Luz. High-intensity interval training alleviates hepatic
inflammation through the TLR4/NF-«B signaling pathway in rats with cisplatin hepatotoxicity.
Instituto Multidisciplinar de Sadde, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista,
2024.

Cisplatin (CP) is a chemotherapy agent widely used to treat various types of solid tumors.
However, its lack of selectivity affects healthy cells, causing several cytotoxic effects,
including hepatotoxicity. Although the underlying mechanisms of hepatotoxicity are not fully
understood, evidence suggests a significant involvement of the inflammatory process in the
exacerbation and progression of tissue damage. Recently, some studies have reported the
hepatoprotective effects mediated by regular aerobic physical exercise. However, it is still
unclear which intensity is most effective in enhancing these protective effects, especially in
acute liver injuries. Therefore, this study aims to compare the impacts between preconditioning
with high-intensity interval training (HIIT) and traditional continuous training of light (LIT)
and moderate (MIT) intensities on inflammatory markers in Wistar rats with CP-induced
hepatotoxicity. For this purpose, 35 Wistar female rats were divided into five groups (n=7 in
each group): control and sedentary (C+S); treated with CP and sedentary (CP+S); treated with
CP and subjected to LIT (CP+LIT); treated with CP and subjected to MIT (CP+MIT); and
treated with CP and subjected to HIIT (CP+HIIT). The training protocols consisted of treadmill
running, 5 days a week, for 8 weeks before the CP treatment. At the end of the 8-week training
period, the rats received a single injection of CP (5 mg/kg i.p) or saline, and 7 days after the
injection, they were euthanized. Liver samples were collected to evaluate the expression of
nuclear factor kappa B (NF-xB), toll-like receptor 4 (TLR4), tumor necrosis factor alpha (TNF-
a), interleukin (IL)-1a, IL-1B, IL-6, I1L-8, and IL-10, the number of ED-1 positive cells, and
M1 (iNOS) and M2 (arginase 1) macrophages markers in the hepatic tissue. Our results show
that CP treatment promoted na increase in all pro-inflammatory markers, including TLR4/ NF-
kB, pro-inflammatory cytokines, immunostaining of ED-1 positive cells, and expressions of
M1 macrophage marker compared to the control group. However, HIIT was the most effective
exercise protocol in reducing the increase in all these markes compared to LIT and MIT
protocols. Additionally, preconditioning with HIIT potentiated the anti-inflammatory cytokine
IL-10 and the M2 macrophage marker expressions, while reducing the expression of the M1
macrophage marker in liver. Thus, the present study suggests that physical preconditioning
with HIIT was more effective in promoting hepatoprotective effects than LIT and MIT
preconditioning protocols, regulating important inflammatory markers through modulation of
the TLR4/NF-«B signaling pathway

Keywords: Hepatotoxicity. Cisplatin. Physical exercise. HIIT. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

A cisplatina (diaminodicloroplatina, CP) é um agente quimioterapico bastante
utilizado e eficaz para o tratamento de diversos tipos de tumores sélidos (Cohen et al., 2001;
Siddik, 2003). No entanto, a terapia com este quimioterapico estd associada a varios efeitos
colaterais tdxicos graves, incluindo nefrotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade e
hepatotoxicidade (Cohen; Lippard, 2001; De Jongh et al., 2003; Wang et al., 2005; Al Majed,
2007; Ghosh, 2019; Qu et al., 2019; Leite et al., 2021). Apesar da nefrotoxicidade ser o efeito
toxico mais grave e mais estudado, o figado acumula quantidades expressivas de CP (Stewart
et al., 1982; Tothill et al., 1992), sendo um érgdo altamente suscetivel as reagcdes oxidativas
devido ao seu papel central no metabolismo de drogas (Satapathy et al., 2015). Logo, a
hepatotoxicidade também representa um importante e consideravel efeito adverso dose-
limitante na prética clinica (Pratibha et al., 2006; Dkhil et al., 2013; Hassan et al., 2020).

As lesdes hepéticas induzidas por CP determinam importantes alteracbes na
arquitetura tecidual, culminando em uma deterioracdo funcional destas células e consequentes
alteracdes de parametros bioquimicos (Dkhil et al., 2013; Afsar et al., 2018; Hassan et al.,
2020). Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na hepatotoxicidade sdo complexos e ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos. No entanto, evidéncias apontam para um papel fundamental
de um estado pré-inflamatério local desregulado no desenvolvimento das lesdes (Hassan et al.,
2020). Nesse sentido, estudos experimentais demonstram que tal processo inflamatério é
caracterizado principalmente pela producdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) e a interleucina (IL)-6 (Khedr et al., 2020; Ma et al.,
2017), reducdo de citocina anti-inflamatorias, como a IL-10 (Omar et al., 2016; Hassan et al.,
2020), e quimiotaxia de células imunes (Satapathy et al., 2015). Um mecanismo potencial
deflagrador desse estado pré-inflamatorio é a ativacdo dos receptores do tipo Toll (TLR), tal
qual o TLR4, o qual € conhecido por ativar a via do fator nuclear kappa B (NF-xB) (El-Shitany;
Eid, 2017). A ativacdo deste importante fator de transcricdo € critica para 0 processo
inflamatorio local, uma vez que aumenta a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, as quais
podem ativar reciprocamente 0 NF-«B, estabelecendo um ciclo vicioso de feedback positivo
que culmina em progresséo das lesdes (Zhang et al., 2008). Ademais, outras citocinas podem
também regular positivamente o processo pro-inflamatério local, como a IL-8, a qual estimula
0 recrutamento leucocitario para o tecido hepético (Glass et al., 2018), e a IL-1a ¢ IL-1p,
envolvidas, dentre outras funcdes, na diminuicdo dramatica dos niveis do inibidor hepéatico

kappa B (IkB), promovendo assim ativac¢ao adicional de NF-kB (Cavalli et al., 2021).



Evidéncias indicam que a maioria das doencas hepaticas, incluindo injdria hepética
aguda e injuria hepatica induzida por medicamentos, sofrem grande influéncia dos horménios
gonadais, determinando um dimorfismo sexual fortemente afetado por fatores do estilo de vida
(Xu et al., 2022). Nesse sentido, embora o papel hepatoprotetor dos hormonios sexuais
femininos sejam largamente demonstrados na literatura (Polyzos et al., 2022; Galmés-Pascual
et al., 2020; Burra et al., 2021), um fenémeno clinico preocupante é a maior gravidade de
lesbes teciduais no curso das doengas hepaticas alcodlica e autoimune (Wagnerberger et al.,
2013; Xu et al., 2022), além de um risco aumentado para a injuria hepética induzida por drogas
(Toyoda et al., 2012) em mulheres quando comparadas aos homens. Adicionalmente, alguns
estudos sugerem que a citotoxicidade induzida pela CP pode ser maior em ratas (Pezeshki et
al., 2013; Eshraghi-Jazi, Nematbakhsh, 2022), e também em mulheres (Chen et al., 2017;
Eshraghi-Jazi; Nematbakhsh, 2022), sugerindo que a citotoxicidade induzida por esse
quimioterapico também pode sofrer influéncias do sexo.

Assim, a identificacdo de contramedidas visando prevenir ou atenuar os efeitos
hepatotoxicos da CP, sem prejudicar sua acao terapéutica antitumoral, tem sido alvo de diversas
pesquisas. No entanto, esses estudos foram realizados em machos, havendo uma grande
escassez de estudos conduzidos em fémeas. Estratégias ndo farmacoldgicas, como a pratica de
exercicios fisicos regulares, tém sido amplamente investigadas e se mostrado promissoras na
citoprotecdo no contexto de diversas condi¢des patoldgicas (Mansour et al., 2006; Kampshoff
et al., 2015; Barroso et al., 2021). Nesse sentido, estudos experimentais demonstraram que o
exercicio aer6bico de baixa a moderada intensidade conferiu citoprotecdo em ratos com
hepatotoxicidade induzida por nanoparticulas de 6xido de ferro (Vasili et al., 2016) e em ratos
com doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (Kawanishi et al., 2012). N&o obstante alguns
estudos mostrarem efeitos hepatoprotetores do exercicio fisico aerébico moderado, ha também
uma grande escassez de trabalhos investigando os efeitos de diferentes intensidades de
treinamento sobre a hepatoprotecdo. Recentemente, estudos conduzidos por nosso grupo de
pesquisa demonstraram que o pré-condicionamento intervalado de alta intensidade (HIIT)
promoveu maiores a¢oes renoprotetoras quando comparado a exercicios aerobicos tradicionais,
modulando beneficamente os processos inflamatério (Leite et al., 2021) e apoptotico (Oliveira
et al., 2023) em ratas com nefrotoxicidade induzida por CP. Contudo, até 0 momento, nao
foram encontrados estudos demonstrando os efeitos protetores do exercicio, nem tdo pouco o
impacto da manipulacdo de suas varidveis, contra a hepatotoxicidade induzida por CP. Logo,
0 objetivo do presente estudo é comparar os efeitos do HIIT com treinamentos continuos de
intensidades leve (LIT) e moderada (MIT) sobre marcadores inflamatdrios em ratas com
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hepatotoxicidade induzida pela CP. Nossa hipoOtese baseia-se no pressuposto de que a
manipulacdo de varidveis, como intensidade e modalidade, pode influenciar os efeitos
hepatoprotetores neste modelo experimental através da atenuagdo do processo inflamatorio
local.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HEPATOTOXICIDADE INDUZIDA PELA CISPLATINA

O figado é um 6rgdo amplamente importante com diversas fungdes vitais para o
organismo, incluindo metabolismo nutricional, desintoxicacdo e metabolizacdo de
medicamentos, 0 que o torna altamente suscetivel a essas reacdes oxidativas e lesdes agudas,
também chamadas de DILI (do inglés Drug-Induced Liver Injury) (Satapathy et al., 2015). A
DILI € um problema de saude que vem crescendo a cada ano devido ao uso indevido ou
excessivo de medicamentos, sendo considerada a quinta principal causa de morte relacionada
a doenca hepética, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Andrade et al., 2004;
Han et al., 2010; Hunt et al., 2017; Lu et al., 2016). Isso acontece pela presenca de diversas
enzimas e transportadores capazes de facilitar a entrada dos farmacos nos hepatdcitos e gerar
produtos metabolizados, os quais podem se acumular no figado, promovendo as lesGes
estruturais e funcionais (Almazroo et al., 2017; Han et al., 2010).

Nesse sentido, um desses varios medicamentos altamente comprometedores e que se
acumulam no tecido hepético é a CP (Stewart et al., 1982; Tothill et al., 1992). A CP é um
farmaco com acdo antitumoral cuja descoberta ocorreu acidentalmente por Rosenberg em
meados de 1965, e aprovado para uso pelo FDA (American Food and Drug Administration)
em 1979 (Rosenberg et al., 1965; Pinto; Lippard, 1985). Devido a sua ampla abrangéncia, a
CP é bastante utilizada até os dias atuais no tratamento de diversos tipos de canceres, como
cancer de cabeca, pescoco, cancer de préstata, bexiga, ovario, pulmao, entre varios outros tipos
de tumores s6lidos (Cohen et al., 2001; Siddik, 2003; Dasari et al., 2014).

O efeito farmacol6gico da CP se da através da sua entrada na célula através do
transporte passivo pela diferenca de concentracdo de ions cloro do meio extra em relacdo ao
meio intracelular (Wang et al., 2003; Fulco et al., 2018), ou pelo transporte ativo através do
transportador, como transportador de cation organico 1 (OCT1), principal isoforma presente
no figado (Quintanilha et al., 2017). A partir disso, a CP € capaz de se ligar a vérias
biomoléculas, mas o DNA ¢é o principal alvo dessa droga. Dessa forma, o &tomo central de
platina interage com o DNA da célula para formar um complexo de reticulagdo, provocando a
parada do ciclo celular e, consequentemente, a morte da célula (Eastman, 1986; Jamieson;
Lippard, 1999; Jung; Lippard, 2007; Barabas et al., 2008). Esse efeito antitumoral é ainda
maior quando a droga é administrada em altas doses, contudo, a falta de seletividade favorece

o desencadeamento de varios efeitos citotoxicos, incluindo nefrotoxicidade, cardiotoxicidade,
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gastrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade e hepatotoxicidade (Cohen et al., 2001; Wang
et al., 2005; De Jongh et al., 2003; Hanigan et al., 2003; Al Majed, 2007; Ghosh, 2019; Qu et
al., 2019).

Assim, embora a nefrotoxicidade seja o efeito adverso mais notavel no curso do
tratamento com CP (Kociba; Sleight, 1971; Uehara et al., 2011), essa droga pode se difundir
rapidamente em alguns tecidos, alcangando uma maior concentracdo no figado (Quintanilha et
al., 2017). Diante disso, a hepatotoxicidade também é de grande relevancia devido ao fato do
tecido hepéatico acumular quantidades expressivas de CP, tanto em esquemas terapéuticos com
repetidas baixas doses, quanto em tratamentos mais agressivos, no qual doses mais altas sao
necessarias para a supressao tumoral, o que o predispde a lesdes e limita o alcance de doses
maximas terapéuticas (Quintanilha et al., 2017; Pratibha et al., 2006; Dkhil et al., 2013; Hassan
et al., 2020).

A hepatotoxicidade induzida por CP é caracterizada por alteracdes histopatoldgicas,
que incluem esteatose, necrose, degeneracdo dos hepatdcitos, dilatacdo dos sinusodides,
infiltracdo de células imunes no tecido (Quintanilha et al., 2017; Oun et al., 2018; Qi et al.,
2019), alterac@es citoplasmaticas em torno da veia central (Hesham et al., 2013) e hepatdcitos
de tamanho e estrutura irregulares (Nasr et al., 2013) em animais experimentais. Tais alteracdes
sdo frequentemente acompanhadas por aumento dos niveis séricos de transaminases, como
exemplo alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase
alcalina sérica (ALP), as quais sdo marcadores de lesdo hepética, além de alteracGes em
parametros funcionais, como o0s niveis de albumina e bilirrubinas em animais experimentais
(Ekinci et al., 2017; Fulco et al., 2018; Bano; Najam, 2019; Abassi et al., 2020; Paunovi¢ et
al., 2020; Un et al., 2020). Adicionalmente, também foram encontradas alteragdes nos niveis
de colesterol, triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Abdel-Gayoum;
Ahmida, 2017; Afsar et al., 2017; EI-Gizawy et al., 2020), o que leva ao aparecimento de
esteatose, podendo evoluir para inflamacao, fibrose tecidual e necrose (Afsar et al., 2017). Os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a essas lesdes s@o bastante complexos e ndo tdo bem
esclarecidos. Contudo, estudos sugerem que o dano hepatico estd associado, principalmente,
com as reacOes oxidativas através da geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) devido a
interacdo da CP as enzimas do citocromo P450, principalmente da enzima CYP2EL, o qual
promove a producéo de oxidantes poderosos, como anion superdxido, peroxido de hidrogénio
e radical hidroxila (Martins et al., 2008; Lu; Cederbaum, 2006; Quintanilha et al., 2017). Tais

lesGes deflagram uma resposta imunoldgica pré-inflamatéria capaz de exacerbar os danos e
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disfuncdes aos hepatdcitos através da ativacao da via TLR4/NF-xB (Yilmaz et al., 2005; Chun
et al., 2009; Waseem et al., 2015).

2.2 PROCESSO INFLAMATORIO NA INJURIA HEPATICA INDUZIDA PELA
CISPLATINA

Os mecanismos fisiopatoldgicos evidentes no curso das toxicidades induzidas pela CP
sdo, principalmente, a triade composta pelo estresse oxidativo, a inflamacdo e a apoptose
(Peres, Cunha, 2013; Oh et al., 2014; Ma et al., 2017; Alhoshani et al., 2017). No que tange a
hepatotoxicidade, os mecanismos de lesdo ainda ndo estdo totalmente claros, mas evidéncias
apontam para mecanismos fisiopatoldgicos semelhantes aos reportados na injuria renal aguda
(IRA) induzida pela CP. Nesse sentido, 0 estresse oxidativo € o principal mecanismo envolvido
no inicio das lesbes teciduais, uma vez que as principais medidas de prevencdo dos danos
toxicos da CP sdo com compostos antioxidantes (Lu e Cederbaum, 2006). Contudo, 0 micro-
ambiente pré-oxidativo com acumulo excessivo de ERO desencadeia a ativacdo de diversas
vias pro-inflamatdrias responsaveis pela progressdo e agravamento das lesdes (Rehman et al.,
2014). No tecido hepatico a via mais estudada envolve a sinalizagdo do TLR4/NF-xB, cuja
ativacdo leva a uma resposta pro-inflamatéria, com producdo de diversas citocinas e
recrutamento de células imunes que estabelecem um ciclo auto-sustentavel determinante na
progressao da injdria tecidual (Al-Malki; Sayed, 2014; Yang et al., 2012;).

Apesar de ndo serem claras todas as etapas de instalacdo e desenvolvimento da
inflamacdo, evidéncias demonstram que a resposta imune inata inicia-se por meio da ativacao
do TLR4 (EI-Shitany; Eid, 2017; Khedr et al., 2020). Este receptor esta associado no
reconhecimento de padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) nos tecidos lesados,
com o objetivo de ativar o sistema imune (Kono; Rock, 2008). Desse modo, ja foi demonstrado
que as células, tanto parenquimatosas quanto as ndo parenquimatosas, do tecido hepatico
expressam TLR4 e que este esta envolvido nas lesdes causadas por diversos fatores, incluindo
drogas como a CP (Guo, Friedman, 2010).

Um dos principais fatores ativados pela via de sinalizacdo do TLR4 é o NF-kB, o qual
desempenha um papel importante na producdo de diversos mediadores pré-inflamatérios
(Zhang et al., 2008). O NF-xB ¢ um fator de transcri¢do que comumente se refere ao
heterodimero p50-p65, representando o principal complexo Rel/NF-kB na maioria das células.
Em condicdes basais, 0 NF-kB encontra-se inativo no citoplasma ligado as proteinas inibidoras
IkBa e IkBB. Na presenga de um estimulo, estas proteinas inibidoras sdo rapidamente

fosforiladas pelo complexo 1kB quinase (IKK), possibilitando a translocagdo do hetorodimero
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p65/p50 para o nacleo (Ghosh; Karin, 2002). Uma vez no nucleo, ambas isoformas ativam
genes alvos que iniciam a producdo de varios fatores envolvidos nas reacdes inflamatérias,
como moléculas de adesdo, quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias, agravando assim as
lesbes hepatotdxicos da CP (Barnes et al., 1997; EI-Shitany et al., 2017; Choi et al., 2012).
Nesse sentido, a ativacdo do TLR4 através de DAMPS desencadeia uma série de respostas
moleculares intracelulares, ativando, por exemplo, fatores de transcricdo como o gene de
resposta priméaria de diferenciacdo-88 (MyD88), o qual promove intera¢ao do IkB e as
subunidades p65 e p50 do NF-«B citoplasmatico e nuclear, especificamente da subunidade p65
(Wang et al., 2017; El-Shitany et al., 2017). Assim, a sinalizacdo do eixo TLR4/MyD88/NF-
kB promove a producdo de uma série de mediadores inflamatorios, como TNF-a, IL-6, IL-1,
MCP-1, dentre outros, as quais sdo determinantes para o desenvolvimento das lesGes
inflamatorias na hepatotoxicidade induzida por CP (El-Shitany et al., 2017; Khedr et al., 2020;
Wang et al., 2017).

Desse modo, o perfil de citocinas estabelecido pela CP no parénquima hepatico é
caracterizado pela elevacdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a, IL-6 e IL-1B, e
reducdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10 (Ingawale et al., 2014). A IL-6 juntamente com o
TNF-0, além de promover quimiotaxia de células imunes para o sitio da lesdo, também sé&o
determinantes para a amplificacdo da resposta inflamatéria tecidual através de um mecanismo
de feedback positivo envolvendo a ativacdo do NF-«B através da ligagcdo do TNF-a ao receptor
TNFR2, gerando uma resposta inflamatoria robusta, a qual também é capaz de induzir a
apoptose (Omar et al., 2016; Satapathy et al., 2015; Oun et al., 2018; Abdel-Daim et al., 2020).

A ligagdo TNF-o/TNFR2 ativando NF-kB promove também a expressdo das citocinas
pré-inflamatorias, exacerbando o processo inflamatorio (Al-Lamki; Mayadas., 2015). Wang et
al. (2023) mostraram aumento da IL-8 em pacientes com insuficiéncia hepatica aguda, levando
a acreditar que niveis elevados de IL-8 estdo relacionados com a lesdo hepatica e a gravidade
da doenca. Além disso, a ativacdo da IL-8 atua promovendo a quimiotaxia de células imunes,
como os macrofagos e neutrofilos que atuam na amplificagdo da resposta imune (Zimmermann
et al., 2011). Assim, a IL-1a e IL-1p também estdo envolvidas no curso das citotoxicidades
induzidas pela CP (Lee et al., 2011; Rashid et al., 2020). Apesar do mecanismo nao estar
totalmente claro, a IL-1B pode estar envolvida na hepatotoxicidade por participar do processo
necrotico, além da inflamacéo, cujo processo parece ser dependente de TNF-a. Ja a IL-1a,
segundo Lee et al. (2011), atua como um mediador inflamatdrio na IRA induzida pela CP,
sendo que ainda ndo h& nenhum inibidor especifico de IL-1a, visto que sua agdo ¢ intracelular

e, por isso, apresenta dificil inibicdo (Werman et al., 2004). No entanto, uma citocina
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reguladora da IL-1, a IL-1ra, aparenta ser um fator importante para inibir o mecanismo tanto
da IL-1pB quanto da IL-1a ao se ligar ao receptor da IL-1 (IL-1R) (Ishibe et al., 2009). Apesar
de ser escasso, em um modelo de doenga hepatica induzida por um iniciador tumoral,
dietilnitrosamina, foi visto que a IL-1a, via IL-1R, € um dos fatores envolvidos na ativagdo do
NF-kB através da ativagdo de IKK em células de Kupffer, ativando a via Myd88/NF-kB (He,
Karin, 2011; Maeda et al., 2005; Sakurai et al., 2008). No entanto, ndo ha estudos que
demonstrem o papel da IL-1a na hepatotoxicidade pela CP.

Por outro lado, estudos demonstram que a CP tem a capacidade de reduzir citocinas
anti-inflamatorias, como a IL-10, resultando na exacerbacéo da lesdo hepatica devido a perda
da capacidade de regular a resposta inflamatoria (Omar et al., 2016; Hassan et al., 2020). A IL-
10 é uma citocina importante cuja interacdo com seu receptor (IL-10R) pode induzir diversas
respostas celulares através de sinalizagbes especificas, incluindo a regulacdo do processo
inflamatdrio e manutencao de importantes fungdes celulares (Sabat, 2010). Dentre as atividades
da IL-10 na resposta imunoldgica, destacam-se a maturacdo de células T de memodria, a
autorregulacdo da funcdo fagocitaria dos macréfagos e a supressdo da producdo de citocinas
pro-inflamatorias (Fiorentino et al., 1989; Couper et al., 2008).

Ademais, evidéncias sugerem que tanto a imunidade inata quanto a adaptativa
participam das lesdes agudas desencadeadas pela CP, por meio do envolvimento de
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e células T (Bonavia; Singbarti, 2018, Jang; Rabb,
2015). Os macrofagos ativados infiltrados no tecido hepatico promovem, por sua vez, producao
de ERO, TNF-a e citocinas pré-inflamatéria, promovendo um feedback positivo e consequente
agravamento das lesGes (Rodriguez-lturbe et al., 2004; Akcay et al., 2009). Na imunidade
inata a presenca de macrdfagos € crucial, e em condigdes patolégicas 0os macréfagos sdo
recrutados para os tecidos lesionados podendo se polarizar em outros fenétipos, como M1 e
M2 (Wang et al., 2022). Essa capacidade de mudanca de fenotipos dos macrofagos é chamada
de polarizagdo M1/M2, e a hepatotoxicidade pode ser avaliada com base nesse conceito de
polarizagdo, na qual os macrofagos se diferenciam entre os fenotipos M1 e M2 durante o
desenvolvimento das lesGes farmacotdxicas (Wijesundera et al., 2014; Rahman et al., 2018).

No tecido hepético ha a presenca de macrofagos residentes, chamados de células de
Kupffer, os quais, em condicdes fisioldgicas, apresentam-se distribuidos entre os fenttipos M1
(pro-inflamatdrio) e M2 (anti-inflamatorio), cujo fendtipo M2 pode se diferenciar em M1 por
meio de algum estimulo lesivo (Golbar et al., 2012). Nesse sentido, sabe-se que 0s macrofagos
M1 apresentam o antigeno CD68 e secretam grandes quantidades de iNOS (6xido nitrico

sintase induzida), os quais sdo largamente utilizados como marcadores dessas células (Iwakiri,
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2015). Em um micro-ambiente pré-inflamatério, os macrofagos do tipo M1 promovem lesédo
tecidual pelo fato de produzir citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, como interferon-gama
(IFN-y), TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8 e MCP-1 (Martinez et al., 2011; Pello et al., 2011). J& os
macrdfagos do tipo M2 apresentam os antigenos CD163 e CD206 e secretam grandes
quantidades de arginase 1 e 2, sendo que no tecido hepéatico a producdo de arginase 1 €
prevalecente sobre a de arginase 2 (Jablonski et al., 2015). Tais células estdo relacionadas a
resolucdo da inflamacdo e ao reparo tecidual através da producdo de citocinas anti-
inflamatorias, incluindo a IL-4, 1L-10 e TGF-B1 (Sica; Mantovani, 2012; Njoku et al., 2009).
Nesse sentido, estudos reportam que a via do TLR4/NF-kB € o ponto crucial para ativar 0s
macrofagos do tipo M1, ao contrario dos macréfagos do tipo M2, que podem ser ativados
através das citocinas anti-inflamatorias (Bonavia; Singbarti, 2018; Jang; Rabb, 2015; Rogers
etal., 2014). Ademais, estudos reportam que a polarizacéo de macréfagos M1 esta presente em
diversos modelos de doencas hepaticas (Rahman et al. 2018; Wijesundera et al., 2014). No
entanto, a influéncia desse fendmeno na hepatotoxicidade induzida por CP ainda ndo foi
amplamente demonstrada.

Nesta perspectiva, é notavel que o processo inflamatério assume um papel de suma
importancia na progressao da lesdo hepatica causada pela CP, fazendo-se necessaria a busca
por uma melhor compreensdo desses mecanismos com vistas a identificacdo de medidas

terapéuticas que previnam ou atenuem a lesdo inflamatdria nesta condicédo.

2.3 INFLUENCIA DOS HORMONIOS SEXUAIS FEMININOS

O papel citoprotetor dos hormonios ovarianos é largamente demonstrado na literatura
em diversos modelos experimentais, principalmente no contexto das doencas cronicas (Salerni
et al., 2015; Neugarten; Golestaneh, 2022; Burra et al., 2021). A influéncia dos horménios
ovarianos sobre a citotoxicidade induzida pela CP ainda é bastante controversa. Em relagéo a
hepatotoxicidade induzida pela CP, até onde sabemos, ndo existem estudos que mostram o
papel dos horménios sexuais femininos sobre essa condi¢do. No entanto, evidéncias sugerem
que pacientes do sexo feminino apresentam maior susceptibilidade a desenvolver lesdes
hepaticas farmacotoxicas (Amacher, 2014; Buzzetti et al., 2017), uma vez que 0s hepatdcitos
de fémeas sdo mais vulnerdveis a varios agentes hepatotoxicos, e assim desenvolvem
insuficiéncia hepatica aguda com mais frequéncia e com maior risco de mortalidade
comparadas com machos (Mennecozzi et al., 2015; Weiler et al., 2020). Além disso, o tecido
hepatico de fémeas apresenta maior numero de células de Kupffer, com mais receptores Toll-
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Like e, consequentemente, maior atividade fagocitaria (Marcos et al., 2016). Sendo assim,
Hazelhoff et al. (2018) observaram que ratas desenvolveram maior hepatotoxicidade induzida
por mercurio em relacéo a ratos.

De fato, a lesdo hepética farmacotoxica parece apresentar relacdo importante com 0s
horménios sexuais, como o0s andrdgenos, estrogénio e progesterona (Xu et al., 2022). Nesse
sentido, Grimbert et al. (1995) observaram que hormdnios como estradiol e progesterona
prejudicaram a respiracdo mitocondrial e a atividade de varias enzimas responsaveis por
processos metabolicos importantes no figado gorduroso de camundongos fémeas prenhas, o
que pode ter contribuido para aumentar ainda mais os efeitos hepatotoxicos da droga.
Adicionalmente, a progesterona parece estar ligada a uma lesdo hepatica mais grave induzida
por medicamentos, e tal fato pode estar relacionado a resposta imune induzida pela
progesterona por meio das células de Kupffer (Xu et al., 2022; Toyoda et al., 2012). No
entanto, evidéncias também reforcam a capacidade dos estrogenos de regular processos
inflamatdrios no figado, suprimindo a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias (Polyzos et al.,
2022; Galmés-Pascual et al., 2020). Ademais, esses horménios também desempenham um
efeito vasodilatador dos sinusdides hepaticos, o que contribui para melhorar o fluxo sanguineo
no tecido (Sakamoto et al., 2005).

Apesar dessas evidéncias, ainda sdo escassos 0s estudos que demonstram a influéncia
dos horménios sexuais femininos sobre as lesdes hepéticas agudas, e mais estudos sdo
necessarios para melhor compreender a relagdo entre 0s processos patoldgicos na presenca de
horménios sexuais femininos, especificamente na hepatotoxicidade induzida pela CP.
Ademais, alguns estudos vém buscando terapias ndo farmacologicas para diminuir esses efeitos
hepatotoxicos em sua maioria em machos, havendo uma grande escassez deste tipo de
abordagem em fémeas. Logo, € evidente a necessidade de mais estudos buscando identificar
estratégias hepatoprotetoras contra agentes farmacotoxicos na presenca dos horménios sexuais

femininos.

2.4 EFEITOS HEPATOPROTETORES DO TREINAMENTO AEROBICO NA
REGULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA LOCAL

2.4.1 Efeitos Anti-Inflamatorios Hepaticos do Treinamento de Intensidade Leve e Moderada

O exercicio fisico esta associado a varios efeitos benéficos tanto para a performance
fisica, quanto para o bom funcionamento fisiolégico do organismo como um todo

(Paffenbarger et al., 1986; Blair, 2009). Ao contrario, um estilo de vida sedentario pode gerar
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efeitos prejudiciais para a salde de maneira geral, incluindo doencas crdnicas como
cardiovasculares, pulmonares e metabolicas (Sallis et al., 2015; Thompson et al., 2020), além
de alguns tipos de canceres (Kerr et al., 2017; Friedenreich et al., 2021). A literatura propde
varios mecanismos fisiologicos envolvidos nos efeitos citoprotetores do treinamento fisico
sobre diversos 0rgaos, especialmente o coracdo e muasculo esquelético (Egan; Zierath, 2013;
Cattadori et al., 2018). No entanto, os beneficios do treinamento fisico crénico, principalmente
de intensidade moderada, podem alcancar diversos outros 6rgaos, inclusive o figado, exercendo
importantes efeitos hepatoprotetores, em parte, através da regulacdo da resposta imunologica
local (Yu et al., 2021; Jeong et al. 2015). Contudo, ainda sdo escassos 0s estudos explorando
0 impacto protetor do treinamento sobre condicGes agudas, especialmente sobre a
hepatotoxicidade induzida por CP.

Mais uma vez, como o efeito adverso mais estudado deste quimioterapico é a
nefrotoxicidade, alguns estudos observaram as acgdes anti-inflamatdrias do treinamento
moderado apenas sobre a injaria renal aguda. Nesse sentido, tais estudos demonstram que 0s
principais mecanismos renoprotetores envolvidos incluem uma modulagdo benéfica das vias
apoptéticas (Oliveira et al., 2023), a¢bes antioxidantes (Miyagi et al., 2014) e a regulacdo do
processo inflamatério (Miyagi et al., 2014; Francescato et al., 2018). A exemplo disso,
Francescato et al. (2018) mostraram que o exercicio moderado foi capaz de reduzir os niveis
de IL-1B, MCP-1 e a infiltracdo de macrdfagos nas lesdes renais induzidas por CP. Contudo,
até onde sabemos, ndo ha estudos investigando as a¢des anti-inflamatdrias do exercicio fisico
sobre a hepatotoxicidade induzida por CP. Encontramos apenas uma pequena carta editorial,
na qual os autores reportaram que o treinamento de intensidade moderada reduziu os niveis
séricos das enzimas AST, ALT e ALP tanto em machos, quanto em fémeas (Zeynali et al.,
2016). Contudo, nenhum outro parametro ou mecanismos foram explorados.

Jano que diz respeito a outros modelos de lesdes hepéticas agudas, Huber et al. (2017)
mostraram que o exercicio fisico, por meio da corrida voluntaria de intensidade moderada,
modulou o processo inflamatorio ao reduzir a expressdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, como IL-6, IL-1p e MCP-1, em um modelo de leséo hepatica aguda induzida
por N-galactosamina. Semelhantemente, em um modelo de lesdo hepatica aguda induzida por
dietilnitrosamina, o exercicio fisico, por meio da corrida voluntaria em intensidade moderada,
foi capaz de atenuar a inflamacao hepatica através da reducdo de IL-6, IL-1p e da expressao de
MyD88 em ratos machos e fémeas (Bay et al., 2017). Ademais, Yazdani et al. (2021)
observaram que o treinamento fisico de intensidade moderada diminuiu a lesdo hepatica

induzida pela isquemia-reperfusdo em camundongos, modulando a resposta inflamatdria
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atraves de reducdes da infiltracdo de neutréfilos e de moléculas de adesdo que auxiliam na
quimiotaxia de células imunes, além de induzir a polarizacéo fenotipica de macréfagos anti-
inflamatorios (M2).

Quanto aos efeitos anti-inflamatérios do treinamento moderado sobre modelos de
doencas hepaéticas cronicas, a literatura apresenta um corpo de evidéncias um pouco mais
robusto. Nesse sentido, alguns estudos demonstraram especificamente o papel do exercicio na
diminuicdo do estresse oxidativo (Gomez Cabrera et al., 2008; Cui et al., 2017), inflamagéo
(Linden et al., 2016; Guarino et al., 2020) e apoptose (Fealy et al., 2012; Hajighasem et al.,
2018), além de atenuacdo na quantidade de gordura intra-hepatica (Bacchi et al. 2013;
Kawaguchi et al., 2011) em animais experimentais. Assim, foi demonstrado que a pratica a
longo prazo de exercicio aerébico de intensidade leve a moderada apresenta capacidade de
melhorar a funcdo imunoldgica e recuperar as lesdes teciduais na doenca hepética gordurosa
ndo alcodlica (DHGNA) em animais obesos (Diniz et al., 2021; Silva et al., 2020). Nesse
sentido, Diniz et al. (2021) observaram que o treinamento moderado por 8 semanas foi eficaz
em reduzir a expressdo de diversas citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a, IL-10, MCP-1 e
IL-6, propiciando uma melhora do quadro inflamatorio local na DHGNA em camundongos
obesos. Adicionalmente, Silva et al. (2020) também mostraram que o exercicio fisico reduziu
0s niveis de TNF-o e aumentou os niveis de IL-10 no tecido hepatico em um modelo
experimental de DHGNA. Assim, o treinamento fisico é considerado como o primeiro método
de prevencao e controle da DHGNA, visto que os niveis dos marcadores inflamatérios, lesdes
teciduais, o grau de esteatose e a resisténcia a insulina apresentam melhora significativa em
pacientes que realizam exercicio fisico (Yu et al., 2023; Yao et al., 2018).

Embora os mecanismos moleculares relacionados a modulacdo dos niveis das
citocinas inflamatorias pelo treinamento fisico moderado ndo estejam totalmente claros,
evidéncias apontam para uma modulagdo da via TLR4/MyD88/NF-«xB (Yu et al., 2022). Nesse
sentido, Zhu et al. (2021) observaram que o treinamento fisico foi capaz de reduzir o processo
inflamatdrio por um possivel mecanismo de bloqueio da ligacdo do fator de diferenciacdo MD2
ao receptor TLR4, o que consequentemente reduziu a liberacdo da resposta inflamatoria a
jusante em camundongos portadores de DHGNA. Neste estudo, 0s autores demonstram que 0
blogueio da via de sinalizacdo dependente do TLR4 ocorreu devido a ligagdo da miocina irisina
ao MD2, o que impediu a formag&o do complexo MD2-TLR4, fornecendo novas evidéncias de
que a irisina induzida pelo exercicio inibe a inflamacdo por meio da ligacdo competitiva com
0 MD2 para melhorar a DHGNA (Zhu et al. 2021).
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A irisina é uma miocina produzida pelo musculo esquelético e secretada na circulagédo
sanguinea em resposta ao exercicio fisico, podendo ser o ponto crucial para a protecdo de
6rgdos a distancia (Bostrom et al., 2012). Nesse sentido, a literatura demonstra o papel da
irisina como ponto-chave dos efeitos do exercicio fisico em diversas condigdes clinicas, como
na lesdo renal inflamatdria (Formigari et al., 2022), na DHGNA (Zhu et al., 2022), na lesdo
hepatica inflamatoria apds infarto do miocardio (Wang et al., 2023) e na lesdo hepatica
inflamatoria induzida por LPS (Li et al., 2021). O mecanismo pela qual a irisina atua
modulando o processo inflamatorio nessas condi¢des ndo é totalmente esclarecido. No entanto,
Wang et al. (2023) observaram que a irisina modulou o processo inflamatdrio hepético
induzido por infarto agudo do miocardio através da via de sinalizacdo PI3K/Akt nos
hepatdcitos. Ademais, na lesdo inflamatdria renal, a irisina, ao interagir com as células renais,
ativa MAPK e, consequentemente, reduz a sinalizacdo de NF-«B e citocinas pro-inflamatorias
a jusante, como TNF-a (Formigari et al., 2022).

Em conjunto, as evidéncias apontam para um potencial efeito benéfico do exercicio
fisico, principalmente de intensidade moderada, tanto sobre as doengas hepéticas cronicas,
quanto em condi¢Bes agudas. Contudo, ainda sdo necessarios estudos que observem a
influéncia de diferentes intensidades de treinamento sobre essas condicdes, visto que o volume,
intensidade, frequéncia, duracdo e tipos de exercicios sdo varidveis que podem influenciar
amplamente seus efeitos fisioldgicos (Coffey et al., 2007; Gibala et al., 2012). Além disso, a
maioria dos estudos encontrados foram conduzidos em machos, fazendo-se também

necessarias tais investigacdes em fémeas.

2.4.2 Efeitos Anti-Inflamatorios Hepaticos do HIIT

Embora seja bem estabelecido que o exercicio fisico de alta intensidade pode
promover maior adaptabilidade muscular, rapida perda de peso, controle do apetite e maior
oxidacdo de gordura (Boutcher, 2011), os efeitos da manipulagdo da intensidade e de outras
variaveis do treinamento sobre a prevengdo e manejo das doencas hepaticas ainda necessitam
ser explorados. No entanto, alguns estudos recentes vém demonstrando que a manipulacdo de
algumas variaveis de treinamento, como modalidade, intensidade, volume e frequéncia, podem
influenciar os efeitos protetores do exercicio contra a nefrotoxicidade induzida por CP
(Francescato et al., 2018; Leite et a., 2021; Almeida et al., 2022).
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Recentemente, vem surgindo um crescente interesse por conhecer os beneficios do
treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT- do inglés hight intensity interval training).
O HIIT é caracterizado por breves periodos de treinamento em alta intensidade alternados por
curtos intervalos de recuperacgdo (Batacan et al., 2017). Estudos sugerem que a pratica regular
de HIIT ¢é associada a beneficios sobre a performance fisica e outros parametros fisioldgicos
(Batacan etal., 2017; Sabag et al., 2021), além de promover uma melhor ades&o ao treinamento
devido a economia de tempo (Gaesser; Angadi, 2011; Martland et al., 2020). Ademais parece
que esse tipo de treinamento é capaz de exercer maiores beneficios em algumas condicoes
cardiorrespiratorias, no controle da glicemia e na sensibilidade a insulina, quando comparado
com o exercicio de intensidade moderada (Litte et al., 2014; Jelleyman et al., 2015).

No que diz respeito as lesdes hepaticas agudas, incluindo a hepatotoxicidade induzida
pela CP, ndo foram encontrados estudos avaliando os efeitos do HIIT sobre quaisquer
parametros de funcdo hepatica, ou mecanismos fisiologicos hepatoprotetores. No entanto,
recentemente estudos conduzidos por nosso grupo de pesquisa evidenciaram uma maior
eficiéncia do HIIT em promover renoprotecdo contra os efeitos nefrotoxicos da CP. Nestes
estudos foi demonstrado que o HIIT apresentou efeitos renoprotetores superiores quando
comparado com as outras intensidades de treinamento aerdébico continuo tanto no processo
apoptotico (Oliveira et al., 2023) quanto no processo inflamatério (Leite et al., 2021). Leite et
al. (2021) mostraram que o HIIT foi mais eficaz em preservar os parametros de funcdo e
estrutura renal, e reduzir os niveis renais de TNF-a, IL-6, IL-1p ¢ a infiltragdo de macrofagos
em ratas com nefrotoxicidade induzida por CP. Interessantemente, esse mesmo estudo
demonstrou que, em parte, a atenuacdo do processo inflamatério local se deu pela regulacéo da
via TLR4/NF-«xB (Leite et al., 2021). Ademais, Oliveira et al. (2023) mostraram que o HIT
foi capaz de diminuir os mediadores apoptéticos tanto da via intrinseca, quanto da via
extrinseca, além de ter reduzido a expresséo dos receptores do TNF-o (TNFR1 ¢ TNFR2) e os
niveis de IL-8 nesse mesmo modelo experimental. Logo, embora até o0 momento ndo haver
evidéncias sobre a hepatotoxicidade, é possivel aventar que tais efeitos do treinamento fisico
possam ser semelhantes na lesdo hepatica aguda induzida pela CP.

J& em relagdo ao manejo de doencas hepéticas cronicas, a literatura apresenta-nos
algumas evidéncias de efeitos hepatoprotetores mediados pelo HIIT. Nesse sentido, um estudo
demonstrou que os efeitos do HIIT foram mais evidentes em atenuar a progressdo da DHGNA
quando comparado ao exercicio moderado (Fredrickson et al., 2021). Os autores demonstraram
que o HIIT foi capaz de diminuir a quantidade e ativacdo de macréfagos pro-inflamatérios no
figado, e, consequentemente, atenuar a liberacdo dos mediadores pré-inflamatérios. Além
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disso, um outro estudo revelou que o exercicio de alta intensidade promoveu efeitos positivos
em reduzir o peso corporal, o peso do figado, o acumulo de lipidios hepaticos, e também foi
capaz de atenuar a inflamacéo e a fibrose local em animais com DHGNA (Yu et al., 2021). Os
mecanismos pelos quais o HIT desempenha seus efeitos anti-inflamatdrios hepéaticos ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos, mas alguns estudos demonstram que esse protocolo de
treinamento fisico reduziu a expressdo de INFy, TNFa e IL-6, MCP-1, IL-10 e IL-4, bem como
diminuiu a polarizacdo de macréfagos pré-inflamatérios hepaticos (Fredrickson et al., 2021;
de Castro-de-Paiva et al., 2022; Wang et al., 2022)

Desse modo, as evidéncias convergem para a hipotese de que o HIIT pode fornecer
efeitos hepatoprotetores superiores a alguns protocolos de treinamento tradicionais,
especialmente no contexto das doencas cronicas. Contudo, ainda sdo necessarios estudos
voltados para explorar o impacto do HIIT sobre a prevencgéo de insultos agudos, incluindo sobre
a hepatotoxicidade induzida por CP, especialmente em fémeas. Ademais, € de grande
importancia avancar nas investigacfes dos mecanismos moleculares de citoprote¢do do
exercicio fisico que podem fazer frente aos principais mecanismos fisiopatoldgicos lesivos,
como o processo inflamatério local. Assim, o presente estudo pode contribuir desvendando
possiveis efeitos benéficos de trés diferentes protocolos de treinamento fisico aerdbico sobre

marcadores inflamatérios da hepatotoxicidade induzida por CP em ratas wistar.
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3. JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ um problema mundial de saude publica, sendo responsavel por mais de
sete milhGes de Obitos ao ano, o0 que representa cerca de 12% das causas de morte mundiais
(INCA, 2021). A quimioterapia € uma das estratégias terapéuticas mais empregadas no
tratamento da doenca, contudo os efeitos citotdxicos decorrentes do uso de Varios tipos de
quimioterapicos, inclusive a CP, impdem uma importante limitacdo clinica ao tratamento
antitumoral (Wang et al., 2005; Li et al., 2006; Qu et al., 2019).

As estratégias terapéuticas farmacologicas disponiveis para atenuar a citotoxicidade
visam sobretudo reduzir a injaria renal aguda induzida pela CP (Launay-Vacher et al., 2008).
Contudo, além desses recursos serem ainda muito limitados, apresentam como principal
desvantagem a reducdo das propriedades antineoplasicas da droga (Oh et al., 2014; Manohar;
Leung, 2018). Assim, recentemente a comunidade cientifica vem concentrando esforcos na
identificacdo de abordagens ndo-farmacoldgica, incluindo mudancas de habitos, como a prética
regular de exercicios fisicos, no intuito de alcancar maiores doses terapéuticas de forma segura
no combate ao cancer (Kampshoff et al., 2015; Barroso et al., 2021).

Nesse sentido, a pratica de exercicio fisico regular é amplamente reconhecida como
integrante de um estilo de vida saudavel, e é parte fundamental do manejo e reabilitacdo de
pacientes com diversos tipos de doencas cronicas (Sallis et al., 2015; Thompson et al., 2020).
Contudo, ainda € necessario compreender o impacto do treinamento fisico e da manipulacéo
de suas variaveis, tal qual a intensidade, no tratamento e prevencdo de eventos agudos,
incluindo a hepatotoxicidade induzida por CP. Ademais, a escassez de estudos com fémeas tem
dificultado bastante a compreensdo da relagdo entre exercicio e a citotoxicidade na presenca
dos hormonios sexuais femininos, tornando os mecanismos subjacentes a esses processos ainda
muito pouco esclarecidos.

Nesta perspectiva, a padronizagdo de um modelo experimental que possa mimetizar
as condicdes observadas em seres humanos, sobretudo em mulheres sob tratamento com CP e
a pratica de exercicio fisico, é de grande importancia para analisar os mecanismos que suportam
a relacdo existente entre o pré-condicionamento fisico e a hepatotoxicidade na presenca dos
horménios sexuais femininos. Ademais, esse modelo também podera fundamentar futuras
pesquisas visando a identificacdo de potenciais estratégias terapéuticas que concorram para a
prevencgéo/atenuacdo da citotoxicidade e melhoria da qualidade de vida de pacientes sob

quimioterapias.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos entre o pré-condicionamento fisico com o Treinamento
Intervalado de Alta Intensidade (HIIT) e treinamentos continuos de intensidade leve (LIT) e
moderada (MIT) sobre a expressao de marcadores inflamatdrios na hepatotoxicidade induzida

por cisplatina (CP) em ratas Wistar.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar os efeitos dos trés protocolos de treinamento fisico sobre os niveis hepaticos das

citocinas pré-inflamatdrias TNF-a, IL-6 IL-1B, IL-10 e IL-8;

* Analisar os efeitos dos trés protocolos de exercicio fisico sobre os niveis hepaticos da

citocina anti-inflamatoria 1L-10 nesses animais;

+ Avaliar o impacto dos protocolos de exercicio sobre a infiltracdo de macrofagos no

tecido hepético desses animais;

* Caracterizar a polarizagdo fenotipica entre os subtipos de macrofagos pro-inflamatorio

(M1) e anti-inflamatério (M2);

 Analisar os efeitos dos trés protocolos de exercicio fisico sobre a ativacdo da via de

sinalizagdo TLR4/NF-xB no tecido hepatico desse modelo experimental.

25



5. METODOLOGIA

5.1. ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Quarenta ratas Wistar, pesando 190-220g, com 10 semanas de idade, foram mantidas
em condic¢des ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 h; 23£2°C) com livre acesso
a agua e racdo. As ratas foram aleatoriamente divididas em cinco grupos (n=7 cada): controle
salino e sedentérias (C+S); cisplatina e sedentarias (CP+S); cisplatina e submetidas ao
treinamento continuo de intensidade leve (CP+LIT); cisplatina e submetidas ao treinamento
continuo de intensidade moderada (CP+MIT), e cisplatina e submetidas ao HIIT (CP+HIIT).
Os treinamentos foram realizados por meio de corrida em esteira motorizada por 08 semanas
antes da injecdo de CP. Ap6s 48h da Ultima sessdo de treinamento, 0s animais receberam uma
dose Unica de CP (5mg/kg, i.p.) (Do Amaral et al. 2008; Francescato et al., 2018), ou volume
pareado de solucdo salina. Sete dias ap0s a injecdo, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo para coleta do figado. O ciclo estral foi analisado durante a primeira e Gltima
semana do experimento, sendo constatado que todas as ratas estavam ciclando normalmente.

De acordo com a literatura, a mortalidade do modelo experimental de citotoxicidade
induzida por CP é dose dependente (Tsang; Al-Fayea, Au, 2021). Em ratos wistar, a
administracdo de doses até 7,5mg/kg é associada a uma baixa mortalidade (Khosravi et al.,
2021). Assim, o tamanho amostral do presente estudo foi determinado com base em estudos
prévios da area (Francescato et al., 2018), amparado também pelo estudo de Sampaio (2007)
gue demonstrou o seguinte calculo: onde o nimero de animais por tratamento (n) = (t.SD/1C)2,
com valor de t= Z para intervalo de confianca de 95%; SD= desvio padrdo; IC= intervalo de
confianga da variavel. Em nosso estudo, foi observada uma mortalidade de aproximadamente
10%.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal da Bahia - Instituto Multidisciplinar de Saude (protocolo
056/2018), e esta representado na figura 1. Os procedimentos experimentais foram conduzidos
de acordo com as recomendacdes do National Institutes of Health Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals (Council, 2011).
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Treino de Exercicios Injecdo de CP
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FIGURA 1- Protocolo experimental. Ratas Wistar com 10 semanas foram divididas em 5 grupos: controle salino
e sedentarias (C+S); cisplatina e sedentarias (CP+S); cisplatina e submetidas ao treinamento continuo de
intensidade leve (CP+LIT); cisplatina e submetidas ao treinamento continuo de intensidade moderada (CP+MIT),
e cisplatina e submetidas ao treinamento intervalado de alta intensidade (CP+HIIT). Os testes de corrida maxima
foram realizados nas semanas 1, 6 e 9. Os protocolos de treinamento seguiram por 9 semanas para 0s grupos LIT,
MIT e HIIT. Apds 48h da Gltima sessdo de treinamento, foi administrado uma dose Unica de injecdo de cisplatina
(CP) ou de solucdo salina. Sete dias depois da administracdo de CP, os animais foram eutanasiados para a coleta
do figado.

5.2 TESTE DE CORRIDA MAXIMA

Todos os animais passaram por um periodo de ambientagdo no biotério durante uma
semana, seguido por um periodo de aclimatacdo na esteira. Posteriormente, testes de corrida
méaxima foram realizados na 12, 62 e 92 semanas com o objetivo de avaliar o desempenho fisico
e determinar a intensidade do treinamento para cada animal. Os testes de corrida maxima foram
realizados em trés dias alternados com a esteira inclinada em 10° onde o0s animais
permaneceram na esteira parada por 5 minutos e, posteriormente, a velocidade foi aumentada
em 1 m/min a cada 6 segundos, até que atingisse a velocidade de 10 m/min. Em seguida, o
tempo era disparado e a velocidade aumentada em 3 m/min a cada 2 minutos até que o animal
atingisse a exaustdo. A exaustdo do animal, por sua vez, foi presumida pela parada da corrida
na esteira em movimento por 3 vezes por 2 segundos no tempo de 1 minuto, ou quando o animal
permanecesse parado na esteira em movimento por 10 segundos consecutivos (Leite et al.,
2021).

5.3. PROTOCOLOS DE TREINAMENTOS AEROBICOS

Quarenta e oito horas apos o primeiro teste de corrida maxima, os protocolos de
treinamentos foram iniciados, 0s quais consistiram de sessdes de corrida em esteira motorizada
a 10° de inclinagdo, 5 dias por semana, durante 8 semanas, com velocidades ajustadas de acordo
com os resultados do teste de corrida maxima. Assim, o LIT ocorreu com intensidade de 45%
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a 50% da capacidade maxima, o MIT com intensidade de 55% a 70% da capacidade maxima,
jao HIIT consistiu em ciclos de corrida intervalada a 85% da capacidade do animal, onde cada
ciclo foi constituido de 2 min de corrida e 1 min de repouso passivo. Mais detalhes sobre esses
protocolos de treinamento foram previamente descritos por Leite et al. (2021), e estdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Protocolos de treinamento LIT, MIT e HIIT.

Treinamento Variavel Semanas

1a 23 3a 43 53 63 7a 83 93

LIT Velocidade X 15 17 17 17 X 22 22 X
45~50% da (m/min)
capacidade
maxima Duragdo (min) X 31 31 37 40 X 46 46 X
MIT Velocidade X 19 21 23 24 X 28 28 X
55~70% da (m/min)
capacidade
maxima Duragdo (min) x 31 31 37 40 x 46 46  x
HIT Ciclos (unidades)  x 7 7 9 10 X 12 12 X
~85% da
capacidade
maxima Velocidade X 28 31 34 37 X 38 42 X
(m/min)
Duracéo (min) X 31 31 37 40 X 46 46 X

13S-98S, 12 a 92 Semana; LIT, treinamento continuo de intensidade leve; MIT, treinamento
continuo de intensidade moderada; HIIT, treinamento intervalado de alta intensidade; X, teste de
esforco.

5.3. EXTRACAO DE RNA E PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Apds a eutanasia, o tecido hepatico foi imediatamente criogenizado em nitrogénio
liquido e armazenado a -80°C. Foram analisadas as expressdes génicas de NF-xB, TNF-a, IL-
6, IL-1pB, IL-10, TLR4, M1 (iNOS) e M2 (arginase 1) por reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (qPCR) em tempo real. O RNA total foi isolado por meio do kit comercial RNeasy
Mini (Qiagen, Germantown, MD) de acordo com o protocolo do fabricante, e as concentragfes
de RNA foram determinadas por NanoDrop (Thermo Scientific, EUA). A sintese de cDNA foi
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realizada usando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA). A expressdo do genes de interesse foi analisada em duplicata para cada
amostra, usando os seguintes Ensaios de Expressdo Génica TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, CA): NF-«xB (assay ID: Rn01399572 ml), TLR4 (assay ID: Rn00569848 ml),
TNF-o (ID: Rn01525859 g1), IL-6 (ID: Rn01410330_m1), IL-1B (ID: Rn00580432_m1), IL-
10 (ID: Rn01483988 gl1), iNOS (NOS2) (ID: Rn00561646_ml), arginase 1 (ID:
Rn00691090_m1). O gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (ID: Rn99999916 s1)
foi utilizado como um controle interno. Os dados da qPCR foram desenvolvidos usando o
sistema de detecc¢do de sequéncia ABI Prism 7300 (Applied Biosystems). A expressao relativa
(fold change) foi determinada pelo método comparativo (224 a partir dos valores médios de
Ct (cycle threshold) (Livak; Schmittgen, 2001).

5.4. ENSAIO DE IMUNOABSORCAO ENZIMATICA (ELISA)

Fragmentos congelados do tecido hepéatico foram homogeneizados em tampéo
fosfato-salino (PBS) estéril, pH 7,4, liofilizados e posteriormente ressuspendidos em PBS
(Leite et al., 2021). Aliquotas do sobrenadante foram obtidas através da centrifugacao
(10.000rpm por 10min), e a concentracdo da proteina total foi determinada pelo método de
Bradford. Foram analisados os niveis das citocinas inflamat6rias em duplicata utilizando os
seguintes kits comerciais: TNF-a (BMS622), IL-l1o. (BMS627), IL-1p (BMS630), IL-6
(BMS625), IL-10 (BMS629) (Invitrogen, Vienna, Austria) e IL-8 (MBS8807286)
(MyBioSource, San Diego, USA), seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente,
imunoplacas de microtitulacao de 96 pogos de poliestireno foram sensibilizadas com anticorpos
de captura durante uma noite. Apos a lavagem, as amostras diluidas e a solu¢do padrao foram
distribuidas em cada placa. As placas foram lavadas e incubadas com anticorpos de deteccéo,
e em seguida lavadas e incubadas com solugdo de substrato. Apos a incubacéo, a densidade
Optica foi medida usando um leitor de ELISA em comprimento de onda especifico. Os niveis
hepaticos das citocinas foram expressos como picograma de citocina por miligrama de proteina

(pg/mg de proteina).

5.5. ESTUDOS DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para realizar a técnica de imuno-histoquimica, foram feitos cortes histologicos do
tecido hepéatico em uma espessura de 4 um. Esses cortes foram desparafinizados com xilol,

hidratados em etanol e submetidos a recuperacgdo antigénica mediante a incubacdo em tampao
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citrato ou TRIS-EDTA. As ligacbes com proteinas inespecificas foram bloqueadas com
solucdo de soro de cavalo (20%) (Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-7200 — Vector
Laboratories) por 30 min, e entdo incubadas por 1 hora, & temperatura ambiente, com anticorpo
monoclonal anti-ED1 (1:1000), [If5] ou durante a noite a 4°C com anticorpo policlonal anti-
NF-kB (p65) (1:100). Posteriormente, para bloqueio das peroxidases endogenas, as sec¢oes
foram incubadas em uma solucdo contendo azida sodica (0,1%) e H202(0,3%) por 20 min,
seguidas de incubagdo com anticorpo secundario biotinilado (Vectastain Elite ABC-HRP Kit,
PK-7200 — Vector Laboratories) por 60 min. Os produtos das reagdes foram detectados pela
incubacdo com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-
7200 — Vector Laboratories, CA, USA). As proteinas foram detectadas utilizando 3,3-
diaminobenzidina (Metal Enhanced DAB Substrate Kit, 34065, Thermo Scientific, CA, USA).
Por fim, os cortes foram contra-corados com hematoxilina, desidratados e montados. Para
avaliar a imunorreatividade do NF-«xB, foram produzidas microfotografias de 30 campos
microscopicos (amplificacdo 200 vezes) (Olympus BX51 — Jap&o) (0,245 mm?) de cada animal
através de uma camara acoplada. As propor¢des das areas positivamente marcadas foram
determinadas pelo limite de cor usando o software Image J (National Institutes of Health,
EUA), e expressas como porcentagens. A avaliacao da imunorreatividade do ED-1 foi realizada
pela contagem de células positivas em 30 campos microscopicos (0,245 mm?) (amplificacéo

200 vezes) também através do software Image J (Amaral et al., 2014).

5.7. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 5. Foram
utilizados o teste de kolmogorov-smirnov para avaliar a normalidade de distribuicdo dos dados
e o teste de Bartlett para analisar a homogeneidade das variancias. Constatada a normalidade
dos dados e homogeneidade das variancias, foram utilizados os testes t students, para
comparagOes entre os grupos C+S e CP+S, e ANOVA One Way, seguido pelo teste de
comparagOes multiplas Newman-Keuls para comparagdes entre os grupos tratados com CP. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo da média (DP). A significancia estatistica

foi determinada em p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE TREINAMENTO SOBRE A EXPRESSAO DE NF-
kB E TLR4

As expressdes de NF-kB por imuno-histoquimica (Figura 2) e qPCR (Figura 3A)
revelaram-se maiores no tecido hepatico dos animais do grupo CP+S em relacdo ao grupo
controle (p<0,05). Contudo, embora todos os protocolos de treinamento tenham sido eficazes
em reduzir esse efeito, o HIIT demonstrou efeitos superiores quando comparado aos grupos
CP+LIT e CP+MIT (p<0,05). Semelhantemente, a expressdo génica de TLR4 mostrou-se

aumentada no grupo CP+S em relacdo ao grupo C+S (p<0,05), contudo todos os protocolos de
treinamento, especialmente o HIIT em relacdo ao LIT e MIT (p<0,05), foram capazes de
diminuir esse efeito (p<0,05) (Figura 3B).
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Figura 2 - Microfotografias representativas e quantificacdo (A) da imunomarcacéo (acastanhada) para NF-xB no
tecido hepético de ratas controle sedentéarias (C+S), cisplatina sedentarias (CP+S), cisplatina submetido ao
treinamento continuo de leve intensidade (CP+LIT), cisplatina submetido ao treinamento continuo de moderada
intensidade (CP+MIT) e cisplatina submetido ao HHT (CP+HIIT) (ampliagdo de 200x). Observe a
imunomarcagdo mais intensa no CP+S e reducdo da imunomarcacdo no grupo CP+HIIT. Os dados estdo
representados como média+DP. "p<0,05 versus C+S; #p<0,05 versus CP+S; $p<0,05 versus CP+LIT; fp<0,05
versus CP+MIT.
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Figura 3. Expressdo génica de NF-xB (A) e TLR4 (B) no tecido hepatico de ratas controle sedentarias (C+S),
cisplatina sedentarias (CP+S), cisplatina submetido ao treinamento continuo de leve intensidade (CP+LIT),
cisplatina submetido ao treinamento continuo de moderada intensidade (CP+MIT) e cisplatina submetido ao HIIT

(CP+HIIT). Os dados estéo representados como médiaxDP. . “p<0,05 versus C+S; #¥p<0,05 versus CP+S; $p<0,05
versus CP+LIT; 'p<0,05 versus CP+MIT.

6.2 EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE TREINAMENTO SOBRE OS NIVEIS DAS
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS (TNF-a, IL-1a, IL-1p, IL-6 e IL-8)

A injecdo de CP promoveu aumento das expressdes génica e proteica de TNF-a
(Figuras 4A e 4B, respectivamente), IL-6 (Figura 4C e 4D, respectivamente) e IL-1p (Figura
4E e 4F, respectivamente) em relagdo ao grupo controle (p<0,05), contudo o HIIT foi o Unico
protocolo de treinamento capaz de atenuar as expressdes dessas citocinas em relagdo a todos
0s grupos tratados com CP (p<0,05). Semelhantemente, o pré-condicionamento com o HIIT
foi o0 Unico protocolo de treinamento capaz de atenuar a expressao proteica de IL-10 em relagdo
ao grupo CP+S (p<0,05) (Figura 4G), ao passo que o MIT e especialmente o HIIT reduziram
os niveis de IL-8 em relacéo ao grupo CP+S (p<0,05) (Figura 4H).
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Figura 4. Expressdo génica e proteica de TNF-a (A e B), IL-6 (C e D), IL-1B (E e F), e expressio proteica de IL-
la (G) e IL-8 (H) no tecido hepético de ratas controle sedentarias (C+S), cisplatina sedentarias (CP+S), cisplatina
submetido ao treinamento continuo de leve intensidade (CP+LIT), cisplatina submetido ao treinamento continuo
de moderada intensidade (CP+MIT) e cisplatina submetido ao HIIT (CP+HIIT). Os dados estdo representados
como médiaxDP. "p<0,05 versus C+S; #p<0,05 versus CP+S; ®p<0,05 versus CP+LIT; 'p<0,05 versus CP+MIT.
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6.3 EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE TREINAMENTO SOBRE OS NIVEIS DE IL-10 E
RAZAO TNF-o/IL-10

Os nossos dados demonstraram que o tratamento com CP elevou as expressdes
génicas e proteicas de IL-10 (Figuras 5A e 5B, respectivamente) e a razdo TNF-o/IL-10 (Figura
5C) no grupo CP+S em relacdo ao grupo controle (p<0,05). No entanto, o HIIT foi o Unico
protocolo de treinamento capaz de aumentar ainda mais a expressao de 1L-10 e reduzir a razdo

TNF-0/IL-10 quando comparado com os demais protocolos de treinamentos (p<0,05).
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Figura 5 — Expressdes génica e proteica de 1L-10 (A e B, respectivamente) e razdo entre as expressdes proteicas
de TNF-o/IL-10 (C) no tecido hepético de ratas controle sedentérias (C+S), cisplatina sedentérias (CP+S),
cisplatina submetido ao treinamento continuo de leve intensidade (CP+LIT), cisplatina submetido ao treinamento
continuo de moderada intensidade (CP+MIT) e cisplatina submetido ao HIIT (CP+HIIT). Os dados estdo
representados como média+DP. "p<0,05 versus C+S; *p<0,05 versus CP+S; $p<0,05 versus CP+LIT; fp<0,05
versus CP+MIT.
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6.4 EFEITOS DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO SOBRE A IMUNOMARCACAO DE
CELULAS DE KUPFFER

O tratamento com CP provocou um aumento da imunomarcagdo para células de
Kupffer (células ED-1 positivas) no tecido hepatico de animais do grupo CP+S quando
comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 6). Porém, o HIIT foi o Unico protocolo de

treinamento capaz de prevenir esse efeito em relagéo ao grupo CP+S (p<0,05).
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Figura 6- Microfotografias representativas e quantificacdo (A) da imunomarcagdo (acastanhada) para ED-1 no
tecido hepatico de ratas controle sedentérias (C+S), cisplatina sedentarias (CP+S), cisplatina submetido ao
treinamento continuo de leve intensidade (CP+LIT), cisplatina submetido ao treinamento continuo de moderada
intensidade (CP+MIT) e cisplatina submetido ao HIT (CP+HIIT) (ampliaco de 200x). Observe na
imunomarcacdo a reducdo da imunomarcacéo no grupo CP+HIIT. Os dados estdo representados como média +
DP. "p<0,05 versus C+S; #p<0,05 versus CP+S.

6.5 EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE TREINAMENTO SOBRE AS EXPRESSOES
GENICAS DE MARCADORES PARA MACROFAGOS DOS TIPOS M1 E M2

O tratamento com CP aumentou consideravelmente as expressdes dos marcadores
para macrofagos do tipo M1 (iNOS) e M2 (arginase 1) no grupo CP+S quando comparado ao
grupo controle (p<0,05). No entanto, o pré-condicionamento com o HIIT foi o Unico protocolo
de treinamento capaz de diminuir a expressao de M1 (Figura 7A), ao passo que aumentou ainda
mais a expressao de M2 (Figura 7B) em relacdo ao grupo CP+S (p<0,05). Quanto a razdo dos
marcadores de macréfago M1/M2 (Figura 7C), os dados demonstram uma tendéncia, sem
significancia estatistica, ao aumento no grupo CP+S em relacdo ao controle. No entanto, todos

0s protocolos de treinamento promoveram uma reducdo desse parametro em relacéo ao grupo
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CP+S, ao passo que tal efeito foi ainda maior no grupo CP+HIIT em relacdo aos demais grupos

treinados.
A) B)
3
15' —
=z 15+
-
= - I T _ S8
@ i o ©
g8 = #$1 &<
c© —— o=
‘g'ﬁ% 54 ':.':":. [«
xg = o lg g 91
® e g8
H] -:-':'-:- )
E D'M T T Lﬁi 0
w oo ] =] A A A = T
& & Q& RN & &
@ & R N D
(&) c’Q Ql
@
sz C)
m m
© S 2.519
es
S o
‘%E
n 9
S = #
g -~ —
o D
o8
53 #51
N
&= .
€= & &
x x
&

Figura 7. Expressao génica de marcadores para macréfagos do tipo M1 (iNOS) (A), M2 (arginase 1) (B) e razédo
M1/M2 (iNOS/arginase 1) (C) no tecido hepatico de ratas controle sedentarias (C+S), cisplatina sedentarias
(CP+S), cisplatina submetido ao treinamento continuo de leve intensidade (CP+LIT), cisplatina submetido ao
treinamento continuo de moderada intensidade (CP+MIT) e cisplatina submetido ao HIIT (CP+HIIT). Os dados
estdo representados como média+DP. "p<0,05 versus C+S;#p<0,05 versus CP+S; ®p<0,05 versus CP+LIT;
p<0,05 versus CP+MIT.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo é pioneiro, até onde sabemos, na investigacdo dos possiveis
mecanismos moleculares subjacentes a hepatoprotecdo conferida pelo pré-condicionamento
com treinamentos aerobicos de intensidades leve, moderada e o HIIT em ratas com
hepatotoxicidade induzida pela CP. Desse modo, nossos principais achados sugerem que o
HIT foi mais eficaz em promover efeitos hepatoprotetores quando comparado aos
treinamentos leve e moderado, regulando beneficamente importantes mediadores do processo
inflamatdrio no tecido hepatico desses animais. Além disso, apesar dos mecanismos envolvidos
nesta regulacdo ndo estarem totalmente esclarecidos, os dados deste estudo apontam para uma
modulacdo da via de sinalizacdo TLR4/NF-xB pelo treinamento, a qual pode ter contribuido,
pelo menos em parte, para a reducdo da expressdo de citocinas pré-inflamatorias, aumento da
citocina anti-inflamatéria 1L-10, menor infiltracdo de células imunes e maior polarizacédo
fenotipica de macréfagos M2 no tecido hepéatico dos animais pré-condicionados com o HIIT.

Nossos dados demonstram que a CP promoveu aumentos da imunomarcagao e
expressdo génica hepatica de NF-kB no grupo CP+S, ao passo que todos os protocolos de
treinamento foram capazes de atenuar a expressdo desse fator de transcri¢do. No entanto, tal
efeito foi ainda mais acentuado nos animais pré-condicionados com o HIIT em relacdo aos
demais grupos. Estudos anteriores demonstraram que 0 NF-kB é um fator de transcrigdo que
desempenha uma acdo importante na ativacdo de genes que elevam a expressdo de citocinas
pré-inflamatorias e outros mediadores envolvidos na resposta imune local em ratos com
hepatotoxicidade induzida por CP, sugerindo que este fator atua de modo fundamental na
inducdo das lesbes hepaticas nesses animais (El-Shitany; Eid, 2017; Hagar et al., 2019).
Embora ndo esteja totalmente esclarecido, estudos reportam que a ativacao exacerbada de NF-
kB neste modelo experimental pode ser decorrente tanto da agao direta das ERO (Al-Malki et
al., 2014; Rehman et al., 2014), quanto da acéo de citocinas pro-inflamatorias, principalmente
atraves da ligacdo do TNF-a ao seu receptor de membrana TNFR2 (Omar et al., 2016; Ramesh
et al., 2003). Logo, a ativagdo do NF-«xB eleva ainda mais a expressao transcricional reciproca
de citocinas, promovendo assim um ciclo vicioso que contribui para a progressdo das lesoes
hepaticas (Habib et al., 2021; Hagar et al., 2019).

Por outro lado, a regulacéo negativa de NF-kB hepatico observada em nossos grupos
treinados, especialmente no grupo CP+HIIT, pressupde que este € um dos mecanismos pelos
quais o treinamento regulou a resposta inflamatdria local, conferindo um efeito hepatoprotetor

neste grupo. Nao encontramos estudos evidenciando o papel modulador do HIIT, ou de outros
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protocolos de treinamento, sobre a expressdo de NF-«xB no tecido hepatico de animais tratados
com CP. Todavia, considerando outras modalidades de treinamento em outros modelos
experimentais de lesdes hepéticas, a reducao deste fator de transcri¢do foi observada no figado
de um modelo de diabetes mellitus tipo 2 em camundongos db/db submetidos ao treinamento
moderado em esteira por um periodo de 12 semanas (Sun et al., 2023). Semelhantemente, em
um modelo de doenca inflamatdria hepatica por senescéncia e tumorigénese, camundongos
submetidos a corrida em esteira de intensidade moderada durante trés meses apresentaram um
perfil inflamatorio hepético reduzido devido a uma menor expressao de NF-xB (Bianchi et al.,
2021). Adicionalmente, Yu et al. (2022) observaram que camundongos com injdria hepatica
induzida por flior e submetidos a um protocolo de treinamento em corrida em esteira de
intensidade moderada durante seis meses apresentaram menor resposta inflamatoria através da
regulacdo da via IKKP/NF-kB, ¢ consequente redugdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Por outro lado, Gao et al. (2020) relataram que camundongos submetidos a
corrida de alta intensidade apresentaram maior expressdao de NF-«B, promovendo um efeito
pré-inflamatorio no tecido hepético. Todavia, o protocolo de corrida intensiva e o HIT
apresentam diferencas importantes em sua execucao, o que pode levar a diferentes efeitos
resultantes. Neste estudo em particular, a corrida intensiva foi executada de modo continuo,
durante 90 minutos, em esteira com inclinacéo a 5°. Ao contrario do HIIT, o qual geralmente
é executado em ciclos alternados de corrida intensa e periodos de recuperacao.

No que diz respeito ao sexo, os efeitos benéficos mediados pelo treinamento foram
em sua maioria demonstrados em animais machos, havendo uma grande escassez de estudos
investigando a modulacédo da expressdo de NF-kB hepatico em fémeas. Nesse sentido, apenas
um estudo foi encontrado, no qual o treinamento moderado de resisténcia em esteira, por 5
semanas, reduziu o acumulo de gordura hepatica e atenuou a expressao local de NF-kB e outros
biomarcadores inflamatdrios em ratas ovariectomizadas portadoras de DHGNA (Pighon et al.,
2011). Portanto, é evidente a necessidade de mais estudos como o0 nosso, investigando o papel
modulador do treinamento em fémeas, sobretudo na presenga de niveis fisiologicos dos
hormonios ovarianos.

Nossos resultados demonstram que o aumento da expressdao de NF-«B no grupo
CP+S foi acompanhado pelo aumento concomitante da expressdo génica local do TLR4 no
tecido hepatico destes animais, 0 que reforca a participacdo deste receptor como um possivel
mecanismo molecular para a instalacdo do processo inflamatério em nosso modelo
experimental. Estudos apontam que 0 NF-kB ¢ um dos fatores ativados através da resposta da

sinalizacdo do receptor TLR4 para produzir mediadores inflamatérios e exacerbar as lesGes
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hepaticas (EI-Shitany;Eid, 2017; Chen et al., 2021; Yao et al., 2023). Em concordancia com
nossos achados, estudos anteriores também demonstraram a participacdo da via de sinalizacao
TLR4/NF-xB na exacerbagdo do processo inflamatdrio no tecido hepatico de ratos tratados
com CP (El-Shitany; Eid, 2017; Khedr et al., 2020). Particularmente, EI-Shitany e Eid (2017)
mostraram que a sinalizacdo do TLR4 ativou fatores de transcricdo através dos miRNAs, como
0 MyD88, levando a producdo de diversos mediadores pré-inflamatérios em ratos com
hepatotoxicidade induzida por CP. Ademais, a ativagcdo do TLR4 também foi importante para
iniciar a resposta inflamatoria em outros modelos experimentais de lesdo, incluindo na
insuficiéncia hepética aguda induzida por lipopolissacarideo (LPS)/D-galactosamina (D-GalN)
(Shi et al., 2023), na DHGNA (Wang, L. et al., 2020) e no processo inflamatorio induzido por
LPS (Hu et al., 2020).

Nesta perspectiva, nossos achados evidenciam um importante efeito modulador do
exercicio fisico sobre a expressdo do TLR4, uma vez que todos os protocolos de treinamento
foram capazes de reduzir a expressdo deste receptor e, consequentemente, a possivel interacdo
inicial entre 0 TLR4 e 0 NF-kB para desencadeamento do processo inflamatorio hepatico. No
entanto, tal efeito foi ainda mais pronunciado nos animais pré-condicionados com o protocolo
HIIT quando comparado aos demais grupos treinados. Ndo foram encontrados estudos
demonstrando o impacto do HIIT sobre a via de sinalizagdo TLR4/NF-kB em modelos
experimentais de doencas hepaticas. No entanto, Soltani et al. (2020) investigaram o impacto
de um protocolo de treinamento durante duas semanas combinando treinamento de resisténcia
e aerdbico, ambos intervalado de alta intensidade, em mulheres jovens obesas ou com
sobrepeso, nas quais observou-se reducdo da expressao génica de TLR4 e NF-xkB em células
mononucleares do sangue periférico, diminuindo a inflamagdo sistémica em doencas
metabolicas. Por outro lado, Soltani et al. (2023) demonstraram que um protocolo de
treinamento combinando HIIT aerébico com HIIT de resisténcia por um periodo de 10 semanas
foi mais eficaz em diminuir a inflamacéo sistémica atraves da atenuacao da via TLR4/MyD88
quando comparado com apenas o HIIT aerobico em mulheres jovens obesas ou com sobrepeso.

Apesar de serem bastante escassos 0s estudos investigando o impacto do HIIT sobre
a prevencdo e manejo das doengas hepaticas, sobretudo quanto a modulacgdo da via TLR4/NF-
kB, algumas evidéncias apontam para um efeito benéfico do treinamento de intensidade
moderada sobre esta via. Assim, Zhu et al. (2021) observaram que a corrida em esteira de
intensidade moderada por 8 semanas, via producdo da miocina irisina, foi capaz de modular a
interacdo MD2-TLR4, reduzindo a cascata de ativagdo do NF-«B intracelular em camundongos
portadores de DHGNA. Semelhantemente, o exercicio intenso a 75% da VOz;max em esteira,
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por 12 semanas, foi capaz de atenuar a inflamacéo atraves da supressao da via TLR4/NF-xB
em camundongos com DHGNA (Yu et al., 2021). Por outro lado, Barcelos et al. (2016)
observaram que o exercicio fisico excéntrico agudo aumentou a expressdo de TLR4, MyD88 e
NF-xB no figado de ratos saudaveis, promovendo um efeito pro-inflamatdrio apds exercicio
agudo, o qual foi suprimido pelo pré-tratamento com diclofenaco.

Embora nao termos encontrado estudos demonstrando a modulacao do receptor TLR4
pelo exercicio em modelos experimentais de hepatotoxicidade induzidas por drogas, um estudo
recente conduzido por nosso grupo de pesquisa reportou que trés protocolos de treinamentos
aerobicos de intensidades leve, moderada e o HIIT regularam o processo inflamatdrio no tecido
renal via modulacdo negativa da via TLR4/NF-kB em ratas com nefrotoxicidade induzida por
CP (Leite et al., 2021). Interessantemente, neste mesmo estudo foi demonstrado que os efeitos
do treinamento foram dependentes da varidvel intensidade, portanto com efeitos mais
pronunciados com o HIIT (Leite et al., 2021). Assim, essas evidéncias convergem em direcao
aos nossos achados, e sugerem que o HIIT pode ser uma estratégia mais efetiva em infrarregular
a via de sinalizacdo TLR4/NF-kB e, consequentemente, modular o processo inflamatdrio
hepatico induzido pela CP.

Ap0s avaliarmos a regulacdo da expressao hepéatica do TLR4 e NF-kB pelos nossos
protocolos de treinamento, passamos entdo a investigar os niveis das citocinas a jusante desta
via. Como esperado, 0s nossos dados revelam que a CP promoveu um aumento nas expressoes
génica e/ou proteica das citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-1a, IL-1pB, IL-6 e IL-8 no grupo
CP+S em relacdo ao grupo controle. Estudos apontam que a producdo de TNF-a ocorre tanto
pelas células lesadas do parénquima hepatico, quanto pelos macrofagos ativados no local da
lesdo, e parece desempenhar um papel central na ativacdo da resposta de citocinas e progressao
dos danos aos hepatocitos em ratos tratados com CP (El-Gizawy et al., 2020; Rehman et al.,
2014). Tal protagonismo deve-se ao fato de que a ligagcdo do TNF-a aos seus receptores TNFR1
e TNFR2 pode estimular a ativacdo de varios fatores de transcricdo, como o NF-«B, levando a
sinalizacdo e producdo de outras citocinas pro-inflamatdrias que exacerbam a progressao do
status inflamatdrio (Blaser et al., 2016; Abdel-Daim et al., 2020).

Além do TNF-a, a participagdo dessas outras citocinas, as quais incluem IL-1a, IL-
1B, IL-6 e IL-8, é considerada como fator fundamental na sustentacdo do processo inflamatério
na citotoxicidade induzida pela CP (Lee et al., 2011; EI-Shitany; Eid., 2017; Rashid et al.,
2020; Oliveira et al., 2023). Embora ndo termos encontrado estudos investigando o papel da
IL-1a especificamente na hepatotoxicidade induzida por este quimioterapico, foi demonstrado

que esta citocina reforcou a hepatotoxicidade do TNF-a em camundongos sensibilizados com
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galactosamina (Nagakawa et al., 1991). A acdo intracelular da IL-1a também foi capaz de
ativar NF-xB e estimular a producdo de novas citocinas pré-inflamatorias, como a IL-6,
promovendo um ciclo de feedback positivo que contribuiu para a progressdo do processo
inflamatorio, sendo considerada ainda mais importante do que a IL-1p, no tecido renal de
camundongos com nefrotoxicidade induzida por CP (Lee et al., 2011). Adicionalmente, em um
modelo de doenca hepatica induzida por dietilnitrosamina, notou-se que a liberacdo de IL-1a
pelas células hepéticas lesadas levou a ativagdo do NF-kB nas células de Kupffer, com
consequente producdo de IL-6 e IL-8, exacerbando assim o processo inflamatério tecidual
(Maeda et al., 2005; Sakurai et al., 2008). Ademais, outros estudos também demonstraram que
a IL-1a esteve criticamente envolvida na imunopatogénese da lesdo hepatica induzida por
acetaminofeno (Ishibe et al., 2009; Zhang et al., 2018) e por tetracloreto de carbono (Lin et al.,
2015) em animais experimentais. Especificamente, Zhang et al. (2018) demonstraram que as
celulas de Kupffer funcionam como uma importante fonte de IL-1a ativada no figado, cuja
ativacdo ocorre por intermédio dos DAMPs, produzidos pelos hepatdcitos danificados, que se
ligam aos receptores TLR4 e ativam a via TLR4/MyD88 nas células de Kupffer.
Reciprocamente, os neutrofilos e mondcitos também foram alvos da IL-10 para amplificar os
sinais inflamatdrios hepaticos nesse modelo experimental (Zhang et al., 2018). Portanto,
considerando o conjunto de evidéncias que reforcam a participacdo desta citocina no processo
inflamatorio hepatico nesses diversos modelos experimentais, nos é possivel aventar que,
juntamente com 0 TNF-a, a IL-1a exerceu um papel de destaque na sustentacao e amplificagdo
do processo inflamatorio, estimulando a producdo das demais citocinas, em nosso modelo
experimental de hepatotoxicidade induzida por CP.

Nesta perspectiva, nossos dados demonstram que o HIIT foi o Unico protocolo de
treinamento eficaz em diminuir os niveis de todas as citocinas pro-inflamatorias aqui
investigadas em relacdo aos demais protocolos tradicionais de treinamentos. Os niveis de 1L-8
foram também reduzidos pelo treinamento moderado em nosso grupo CP+MIT. Embora nédo
tenhamos encontrado estudos investigando os efeitos do exercicio fisico, sobretudo do HIIT,
sobre tais mediadores inflamatorios na hepatotoxicidade induzida por CP, recentes estudos
conduzidos por nosso grupo de pesquisa demonstraram a superioridade do HIIT em relagédo ao
MIT e LIT em reduzir os niveis de TNF-a, IL-1p, IL-6 (Leite et al., 2021) e IL-8 (Oliveira et
al., 2023) no tecido renal de ratas tratadas com CP. Desse modo, 0 nosso estudo é pioneiro em
evidenciar os efeitos de trés diferentes protocolos de treinamento sobre os niveis dessas
importantes citocinas, especialmente da IL-1a, visto que a mesma ¢ criticamente envolvida na

imunopatogénese de lesGes hepéticas, sustentando e amplificando as lesbes inflamatorias
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teciduais. Assim, uma vez que ndo ha nenhum inibidor especifico para a IL-1a até o presente
momento, nossa demonstracdo de que o HIIT pode modular os niveis hepaticos desta citocina,
e consequentemente regular o processo inflamatorio hepatico, possui grande importancia
cientifica.

Apesar da escassez de estudos demonstrando o papel modulador do HIIT sobre os
niveis de citocinas pro-inflamatérias em modelos de hepatotoxicidade farmacotodxica, ao
considerar outros modelos experimentais, nota-se que a literatura apresenta algumas evidéncias
desse papel do HIIT, principalmente em modelos cronicos de DHGNA conduzidos em animais
machos. Nesse sentido, em concordancia com nossos achados, um estudo demonstrou que o
HIIT realizado em esteira por 16 semanas foi mais eficaz que o exercicio continuo de
intensidade moderada em atenuar a progressao da DHGNA, promovendo uma diminuicéo
substancial do numero de macro6fagos infiltrados e da expressdo intracelular de IFN-y, TNF-a
e IL-6 no tecido hepético de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (Fredrickson et
al., 2021). O HIIT foi capaz de reduzir a expressao génica de TNF-a, IL-1p, IL-6 e MCP-1 no
figado de modelos experimentais de diabetes do tipo 2 (Wang et al., 2022) e de DHGNA
induzida por dieta (de Castro-de-Paiva et al., 2022), reduzindo significativamente o processo
inflamatdrio hepético nesses animais. Semelhantemente, o HIIT, realizado em esteira por um
periodo de 5 semanas, atenuou a expressdo génica de MCP-1, TNF-a e TGF-f em
camundongos com DHGNA induzida por tetraciclina (Hosseini et al., 2022). Ademais, embora
ndo terem investigado os niveis de citocinas pro-inflamatorias hepéticas, Wang et al. (2017)
reportaram que os efeitos da pratica do HIIT em esteira por 8 semanas foram superiores aqueles
do treino moderado em reduzir a esteatose hepatica e disfungdes metabdlicas através da
modulac¢do de genes relacionados a lipogénese e f-oxidagdo, 0s quais desempenham papel
importante na instalagdo do processo inflamatorio local, em camundongos com obesidade
induzida por dieta (Wang et al., 2017). Todas essas evidéncias sustentam a nossa hipotese de
que o HIIT pode fornecer efeitos hepatoprotetores superiores aqueles fornecidos pelos
treinamentos tradicionais em nosso modelo de hepatotoxicidade induzido por CP.

Por outro lado, ao contrario de nosso estudo, recentemente Sheikh et al. (2023)
demonstraram que, embora o HIIT, executado em esteira por 8 semanas, tenha sido eficaz em
reduzir os niveis hepéticos das citocinas TNF-a, IL-6 e TGF-B, o protocolo de treinamento
intervalado de intensidade moderada alcangou efeitos ainda mais pronunciados em um modelo
experimental de diabetes do tipo 2. De fato, outros estudos também apontaram uma modulagéo
benéfica dos niveis de citocinas pro-inflamatorias hepéaticas mediadas pelo treinamento
moderado (Altintas et al., 2022; Osuru et al., 2023). Diniz et al. (2021), por exemplo,
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observaram que 8 semanas de treino moderado reduziu a expressao de TNF-a, IL-6 e MCP-1
no tecido hepatico de ratos obesos. Desse modo, essas evidéncias apontam para importantes
efeitos hepatoprotetores do treinamento moderado, os quais podem ser dependentes do modelo
experimental de lesdo hepética e das caracteristicas do treinamento.

Nosso estudo também avaliou os niveis hepaticos de I1L-10, a qual € uma importante
citocina anti-inflamatéria produzida por células do sistema imune, principalmente por
macrofagos de fendtipo M2, cuja funcéo é inibir a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias e a ativacdo de células imunes (Tadagavadi et al., 2010). Embora estudos
demonstrem que a CP é responsavel por promover uma reducdo dos niveis de IL-10, a qual
estd associada a um aumento da expressao de TNF-a e exacerbacdo da lesdo hepatica em ratos
tratados com CP (Koppelman et al., 1997; Omar et al., 2016), nossos dados revelaram que o
grupo CP+S apresentou um aumento da expressao desta citocina quando comparado ao grupo
controle. Em concordancia com 0s nossos achados, estudos experimentais também
demonstraram que a CP aumentou a sinalizacéo renal de 1L-10 em ratos com nefrotoxicidade
(Tadagavadi et al., 2010; Wang et al., 2020; Miyagi et al., 2018). A expressdo hepatica de IL-
10 também foi elevada concomitantemente as expressdes de citocinas pré-inflamatérias em
camundongos diabéticos (Wang et al., 2022). Assim, como a presenca da IL-10 é necesséria
para controlar a resposta inflamatoria, € cabivel supor que 0 aumento desta citocina observado
no grupo CP+S pode estar relacionado, pelo menos em parte, ao desenvolvimento de uma
resposta compensatodria frente ao insulto promovido pela CP.

Por outro lado, nossos dados revelam que o HIIT foi o Unico protocolo capaz de
potencializar ainda mais as expressdes génica e proteica de I1L-10 e reduzir a razdo TNF-o/IL-
10 em comparacdo aos demais protocolos de treinamento. Esses achados sugerem o predominio
de um perfil anti-inflamatério hepatico no grupo CP+HIIT em relacédo a todos os demais grupos
tratados com CP. Mais uma vez, ndo encontramos estudos que demonstrem o papel modulador
do pré-condicionamento com HIIT sobre os niveis hepéaticos de IL-10 na hepatotoxicidade
induzida por CP. No entanto, considerando um outro modelo experimental, tanto o HIIT quanto
o treino intervalado de intensidade moderada, executados por um periodo de 8 semanas, foram
igualmente capazes de elevar os niveis hepéaticos de IL-10 em um modelo experimental de
diabetes do tipo 2 (Sheikh et al., 2023). Silva et al. (2020) também reportaram que 8 semanas
de treinamento aerobico de intensidade moderada promoveram um aumento na expressao
génica de IL-10 a qual, por sua vez, foi capaz de inibir a producdo exacerbada de TNF-a no
tecido hepético de ratos obesos. Ademais, um estudo clinico demonstrou que 6 semanas de

treinamento de intensidade moderada foi capaz de aumentar os niveis séricos de IL-10,
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reduzindo, dessa forma, o status inflamatério em mulheres com sindrome metabolica (Osali,
2020). Por outro lado, ao contréario dos nossos achados, Wang et al. (2022) observaram que o
protocolo de treinamento com HIIT, por 8 semanas, reduziu concomitantemente as expressoes
génicas de IL-10 e de citocinas pro-inflamatérias no tecido hepéatico de camundongos com
diabetes mellitus tipo 2. Segundo esses autores, tal efeito é esperado, uma vez que 0 aumento
da IL-10 foi uma resposta compensatoria ao insulto hiperglicémico, o qual foi revertido e
acompanhado por uma melhora da resposta inflamatdria hepatica mediada pelo treinamento.
Assim, apoiados nessas evidéncias, acreditamos que em nosso estudo a modulacdo da
inflamacdo no tecido hepatico do grupo CP+HIIT pode estar associada, pelo menos em parte,
ao aumento da expressao local de IL-10.

Uma vez constatada a modulacdo benéfica dos niveis de citocinas inflamatérias no
grupo CP+HIIT, passamos entdo a investigar o impacto de nossos protocolos de treinamento
sobre a infiltracdo de células imunes no tecido hepatico. Assim, nossos resultados revelam que
0 aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias induzido pela CP foram também
acompanhados por aumentos da imunomarcacdo de células ED-1 positivas (marcador de
macrofagos/células de Kupffer) e nas expressbes dos marcadores de macréfagos M1 e M2 no
tecido hepatico do grupo CP+S. Adicionalmente, nossos dados também sugerem uma tendéncia
a polarizacdo fenotipica pro-inflamatéria dos macrofagos (M1), em relacdo ao fenétipo anti-
inflamatdrio (M2) nesses animais, porém sem significancia estatistica. A fim de predizer a
caracterizagdo fenotipicas dos macrofagos, utilizamos os marcadores iNOS (M1) e arginase 1
(M2) em nosso estudo. A INOS é uma enzima que produz 6xido nitrico cuja expressao é
ausente nas células em repouso, mas é induzida em resposta a estimulos imunoldgicos, como
citocinas pro-inflamatérias (Iwakiri, 2015). A literatura retrata que as vias mais estudadas no
figado é sua ativagdo via TLR (Zhou et al., 2014) e NF-xB (Iwakiri, 2015), onde o NF-«xB se
liga ao promotor iNOS e induzir sua expressdo nos hepatocitos, células de Kupffer e células
endoteliais. Embora a expressdo da iNOS seja induzida em outras células hepaéticas, ela é
frequentemente utilizada como um marcador de macrofagos M1 devido a sua elevada
expressao pelas células de Kupffer em relacdo as demais celulas do figado (Jablonski et al.,
2015; lwakiri, 2015). Assim, é bem reconhecido que os macréfagos M1 produzem grandes
quantidades de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-o, IL-1p e IL-6, contribuindo
largamente para os danos hepaticos (Dou et al., 2020).

Ja a arginase 1, uma enzima que converte a arginina em ornitina e ureia, € expressa
principalmente no figado pelos hepatocitos e células de Kupffer. Tal enzima é amplamente

utilizada como um marcador para macroéfagos M2, uma vez que € produzida em altos niveis
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por essas células (Jablonski et al., 2015). Ademais, estudos reportam que macrofagos M2 sao
uma importante fonte de 1L-10, exibem alta capacidade fagocitica e sdo responsaveis pela
imunorregulagéo e remodelacéo tecidual (Sica et al., 2012, Krenkel; Tacke, 2017; Dou et al.,
2020). Assim, a tendéncia ao aumento da razdo dos marcadores de macréfagos M1/M2 em
nosso grupo CP+S acompanhado pelo aumento das citocinas IL-6, IL-1p, TNF-a, IL-1a e IL-
8 corrobora com a hipdtese de haver uma possivel polarizacdo M1 dos macrofagos no figado
desses animais. Ademais, 0 aumento da expressdo do marcador de macréfagos M2 no grupo
CP+S em relagéo ao controle pode refletir uma tentativa de imunorregulagéo frente ao insulto,
além de explicar os elevados niveis de IL-10 nesses animais. Embora a caracterizacédo
fenotipica dos macrdfagos ter sido reportada em outros modelos experimentais de lesdes
hepaticas agudas (Rahman et al. 2018; Wijesundera et al., 2014), até onde sabemos, 0 nosso
estudo é o primeiro a avaliar tal fendmeno em um modelo experimental de hepatotoxicidade
induzida por CP em ratas, como um fator contribuinte para o desenvolvimento das lesdes.

Interessantemente, € pertinente ressaltar que Marcos et al. (2016) demonstraram um
dimorfismo sexual na estrutura hepatica entre ratos machos e fémeas, reportando que fémeas
possuiam um maior nimero de hepatocitos e células de Kupffer em comparacdo com os
machos. Esses mesmos autores também reportaram que, em homeostase fisiologica, fémeas
apresentavam menor perfil pré-inflamatério devido a uma maior quantidade de células de
Kupffer com fendtipo anti-inflamatério. Assim, sabendo que os fatores micro-ambientais
moldam as propriedades e o estado de ativacdo dos macréfagos, regulando a mudanca dindmica
fenotipica e funcional entre os subtipos M1 e M2 (Zhou et al., 2014), é razoavel supor que o
insulto hepatico induzido pela CP em um micro-ambiente naturalmente mais ocupado por
células de Kupffer, como é o caso de fémeas, pode repercutir de forma marcante em uma
diferenciacdo funcional dessas células em direcdo ao seu perfil pré-inflamatorio,
desencadeando assim maiores insultos hepaticos dependentes do sexo. Contudo, ainda sao
necessarios estudos comparativos e controlados para testar e confirmar tal hipotese.

Por outro lado, nossos dados demonstram que o protocolo de HIIT foi o Unico eficaz
em prevenir o aumento do numero de células ED1-positivas, reduzir a expressdo génica do
marcador de macr6fagos M1 e aumentar a expressdo de macréfagos M2 no tecido hepético do
grupo CP+HIIT em relagdo ao CP+S. Quando avaliamos a razdo entre os marcadores de
macrofagos M1/M2, observamos que todos os protocolos de treinamento foram capazes de
reduzir significativamente esse parametro, embora tal reducdo mediada pelo HIIT tenha sido
mais proeminente. Esse resultado sugere que nossos protocolos de treinamento, principalmente

o HIIT, podem ter induzido uma polarizagdo fenotipica M2 dos macrofagos, via reducdo de
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citocinas pro-inflamatorias, principalmente TNF-o e IL-8, e aumento de 1L-10, modulando
assim o micro-ambiente hepatico em direcdo a uma resposta anti-inflamatoria, visando a
restauracdo tecidual frente ao insulto. N&o encontramos estudos demonstrando tal fenémeno
no modelo de hepatotoxicidade induzida por CP. Contudo, considerando outros modelos
experimentais, Jeong et al. (2015) mostraram que o treinamento fisico de intensidade
moderada, durante 12 semanas, foi importante para reduzir a infiltracdo de células imunes no
tecido hepatico e favorecer uma regulacdo positiva de macréfagos do tipo M2 em animais
submetidos a uma dieta hiperlipidica. Ademais, Yazdani et al. (2021) evidenciaram que 0
treinamento fisico em esteira de intensidade moderada durante 4 semanas foi capaz de atenuar
a resposta inflamatoria aguda no tecido hepatico, diminuindo a quimiotaxia de células imunes
e promovendo a mudanca fenotipica para macréfagos M2 em camundongos com lesdo hepatica
induzida pela isquemia-reperfuséo.

Mais uma vez, ndo encontramos estudos demonstrando os efeitos do HIIT sobre a
expressdao dos macréfagos em nosso modelo de hepatotoxicidade induzida por CP. No entanto,
Leite et al. (2021) mostram que o HIIT realizado durante 8 semanas foi capaz de prevenir o
aumento de células ED-1 positivas na nefrotoxicidade induzida por esse quimioterapico em
ratas. Ja em relacdo ao tecido hepatico, Fredrickson et al. (2021) demonstraram que 16 semanas
de HIT melhoraram a progressdo da DHGNA atraveés da reducéo de células imunes, incluindo
as células de Kupffer e os macréfagos infiltrantes com caréater inflamatorio. Interessantemente,
Wang et al. (2022) demonstraram que animais com diabetes mellitus tipo 2 apresentaram maior
polarizacdo M2 de macro6fagos no tecido hepatico quando submetidos a um protocolo de HIIT
por 8 semanas. Semelhantemente, Sheikh et al., (2023) também observaram que o HIIT
promoveu uma reducdo da imunomarcacao de macréfagos tipo M1 (CD86) e aumento do tipo
M2 (CD206) no tecido hepatico de ratos diabéticos, muito embora efeitos mais pronunciados
tenham sido observados pelo protocolo de treinamento intervalado de intensidade moderada
neste mesmo estudo. Ao contrario, Zhou et al. (2022) demonstraram que 0 exercicio exaustivo
em natacdo durante 2 semanas promoveu um perfil pro-inflamatorio hepatico, elevando a
expressdo de macréfagos M1 e reduzindo a expressdo de macréfagos M2 em animais
saudaveis. Além disso, o exercicio exaustivo também elevou os niveis teciduais de TNF-a, IL-
6 e IL-1P exacerbando o processo inflamatorio nesses animais. Essas evidéncias sugerem que
variaveis do treinamento, como modalidade, intensidade e volume, além do proprio modelo
experimental, podem influenciar largamente os impactos fisiologicos do exercicio e,

consequentemente, os efeitos pretendidos.
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Finalmente, é importante ressaltar que o fato de reportarmos aqui os efeitos de trés
diferentes protocolos de treinamento aerdbicos em fémeas agrega uma relevancia cientifica
adicional ao nosso estudo. Nesse sentido, embora o papel hepatoprotetor dos horménios
ovarianos sejam largamente reconhecidos na literatura (Yang et al., 2012; Galmés-Pascual et
al., 2020; Ali Mondal et al., 2023), alguns estudos sugerem que a hepatotoxicidade
farmacotoxica pode ser mais intensa em fémeas do que em machos (Toyoda et al., 2012;
Hazelhoff et al., 2018). Ademais, estudos anteriores comparando estratégias citoprotetoras
contra a nefrotoxicidade induzida por CP entre machos e fémeas reportaram efeitos exitosos
em machos, mas falharam em alcancar tal renoprotecdo em fémeas, reforcando a influéncia do
Sexo nesse processo. Logo, estudos como 0 nosso, visando a identificacdo de estratégias
hepatoprotetoras também em fémeas, podem nortear futuros estudos rumo & identificacdo de
outras estratégias terapéuticas, bem como inspirar a exploracdo de mecanismos envolvidos na
modulacdo dos hormonios sexuais sobre a citotoxicidade induzida por agentes farmacotdxicos,

a fim de sanar as lacunas nesta area do conhecimento.
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Figura 8. Ag¢des anti-inflamatdrias do exercicio fisico na hepatotoxicidade induzida pela CP. 1) Apds ser
capturada pelo transportador OCT1, a CP induz a producéo de ROS, que ativa o0 NF-kB. CP também pode ativar
NF-kB via DAMPs/TLR4/MyD88. 2) Apos a ativacdo, o heterodimero p50/p65 transloca-se para o ndcleo e 3)
desencadeia a producdo de citocinas pré-inflamatorias. Essas citocinas, por sua vez, 4) retroalimentam
positivamente a ativacdo do NF-kB e 5) estimulam a diferenciagdo dos macréfagos M1, 6) produzindo assim mais
citocinas. 7) O exercicio fisico regula a inflamacéo hepatica, através da secrecéo de irisina, (8) inibindo a ativagéo
de TLR4/NF-kB, reduzindo assim a producéo de citocinas pro-inflamatérias, e 9) aumentando a producéo de IL-
10. 10) A IL-10, por sua vez, regula negativamente a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, 11) estimula a
diferenciacdo de macrofagos M2, os quais secretam IL-10 e 12) inibe a diferenciagdo de macrofagos M1. [—
Estimulacédo - Inibicdo. DAMP, padrdes moleculares associados a danos; TLR4, Receptor Toll-Like 4; MyD88,
gene de diferenciacdo mieloide 88; NF-kB, fator nuclear kappa B; OCT1, transportadores de cations organicos 1;
ROS, espécies reativas de oxigénio; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; IL, interleucina].
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8. CONCLUSAO

Como concluséo, nosso estudo comparou os efeitos hepatoprotetores de trés diferentes
protocolos de pré-condicionamento fisico aerobico por 8 semanas sobre importantes
marcadores do processo inflamatdrio na hepatotoxicidade induzida por CP em ratas wistar.
Considerados em conjunto, nossos dados apontam para o HIT como o protocolo de
treinamento mais efetivo em promover hepatoprotecdo, modulando beneficamente o status
inflamatorio tecidual nesse modelo experimental. Tal modulacdo a nivel pré e pos-
transcricional sobre o perfil das citocinas aqui pesquisadas pode estar relacionada a trés
possiveis mecanismos principais: 1) menor ativacdo da via de sinalizacdo TLR4/NF-«B; 2)
reducdo da razdo TNF-a/IL-10 e 3) reducdo da infiltracdo de células imunes, associada a maior
polarizacdo fenotipica anti-inflamatoria de macrofagos (M2). Adicionalmente, é importante
ressaltar que o fato de reportarmos tais efeitos em fémeas agrega uma relevancia cientifica
adicional ao nosso estudo, visto que h&d um possivel dimorfismo sexual com relacdo a
hepatotoxicidade induzida por CP, aliado ao fato de que alguns estudos falharam em
demonstrar efeitos citoprotetores de outras estratégias terapéuticas em fémeas. Logo, 0 nosso
estudo agrega conhecimento e relevancia para o avango nesta area, norteando futuras pesquisas
rumo a padronizacdo de mais protocolos de treinamento, com manipulacdo de suas diversas
varidveis (modalidades, intensidades, duracdo, volumes e frequéncia), a fim conferir maior

hepatoprotecdo também no sexo feminino.
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