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RESUMO

CURY JL. Efeitos do exercicio aerObio e resistido nas caracteristicas
bioquimicas e morfométricas do tecido 6sseo em modelo animal de doenca
renal crénica em coelhos nova zelandia branco. Campo Grande; 2014. [Tese —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A Doenca Renal Crbnica afeta a funcdo de diversos érgdos e sistemas como
metabdlico, muscular, cardiovascular e 6sseo. As alteracBes relacionadas com o
metabolismo do célcio e tecido 6sseo sdo denominadas de distdrbio nineral e 6sseo.
O objetivo desta pesquisa foi analisar os efeitos da aplicacdo de exercicio fisico
aerdbio e resistido nas caracteristicas bioquimicas e morfométricas do tecido ésseo
em modelo animal de doenca renal cronica. Utilizou-se 30 coelhos machos,
variedade nova zelandia branco, pesando entre 2,5 a 3 Kg. Os animais foram
submetidos aos seguintes procedimentos: coletas de sangue (variaveis de uréia,
creatinina, paratormonio e calcitriol) em 3 momentos (pré-cirurgia, pré-exercicio — 6
semanas de pos-operatorio e pos-exercicio); cirurgia para acesso ao rim esquerdo
submetido a isquemia (20 minutos) e reperfusdo para inducdo de doenca renal
cronica; 6 semanas apoOs cirurgia os animais foram distribuidos em 3 grupos
experimentais GC, GA e GR (GC - grupo controle sedentario, GA - grupo exercicio
aerobio e GR - grupo exercicio resistido); radiograma dos membros posteriores
(densidade 6ssea — variaveis maxima, minima e média densidade na area avaliada)
Nnos momentos pré-exercicio e pos-exercicio; protocolo de exercicios aerobios e
resistidos (4 semanas de treinamento); eutanasia e coleta de material para
histopatologia (rim esquerdo e rim direito) e histomorfometria (tibia direita — variavel
numero de espacos intertrabeculares). Varidveis quantitativas expressas em media e
desvio padrdo. Para comparacdo das variaveis no decorrer do tempo e entre os
grupos utilizou-se ANOVA de duas vias (2 ou 3 momentos de coleta e 3 grupos) ou
de uma via (1 momento de coleta e 3 grupos) ambas com poés-teste de Tukey.
Correlacdo entre variaveis utilizou-se teste de Correlacdo linear de Pearson.
Significancia estatistica a = 5% (p<0,05). As variaveis creatinina, paratorménio e
calcitriol apresentaram aumento significativo na 32 coleta (pés-exercicio p<0,05). A
uréia apresentou valores elevados apenas na 22 coleta (pré-exercicio p<0,05). A
variavel de densidade maxima apresentou menores valores (p<0,05) no momento
pos-exercicio. Todos os resultados se referem ao efeito do tempo, sem diferenca
entre os grupos GC, GA e GR e sem interacdo entre momento e grupos. Correlacéo
negativa e significativa entre paratorménio e densidade maxima (p<0,05, r=-0,55). A
histomorfometria 6ssea ndo apresentou diferenca entre os grupos. A histopatologia
dos rins direito e esquerdo mostraram lesfes compativeis com a doenca renal
crobnica. O modelo animal de doenca renal crénica induzida por isquemia e
reperfusdo renal unilateral produziu lesdes caracteristicas da evolucdo desta
doenca, O exercicio fisico aerdbio e resistido ndo produziu modificacbes deletérias
na funcdo renal e nas varidveis bioquimicas e morfométricas do tecido 6sseo no
decorrer do curso da doencga renal crbnica.

Palavras Chaves: Doenca Renal Crénica, Exercicio Fisico, Tecido Osseo



ABSTRACT

CURY JL. Effects of aerobic and resistance exercise on bone tissues
biochemical and morphometric characteristics in an animal model of chronic
kidney disease in white new zealand rabbits. Campo Grande; 2014. [Thesis —
Federal University of Mato Grosso do Sul].

The Chronic Kidney Disease affects several organs and systems functions like
metabolic, muscular, cardiovascular and bony. The conditions related to calcium
metabolism and bone tissue were nominated mineral and bone disorders. The aim of
this study was to analyze the effects of aerobic and resistance exercise on bone
tissues biochemical and morphometric characteristics in an animal model of chronic
kidney disease. Thirty (30) male white new zealand rabbits, weighing 2.5 to 3 kg
were used. The animals were subjected to the following procedures: blood sample
collection (urea, creatinine, parathormone and calcitriol) in 3 moments (pre-surgery,
pre-exercise — 6 weeks after surgery, post exercise — 4 weeks after protocol); surgery
to access the left kidney and ischemia (20 minutes) and reperfusion process to
induce chronic kidney disease; 6 weeks after surgery the animals were distributed
into 3 experimental groups (CG - sedentary control goup; AG - aerobic exercise
group and RG - resistance exercise group); x-ray of hindlimbs (boné density —
minimum, maximum and mean density in the evaluated area) in pré-exercise and
post exercise moments; aerobic and resistance exercise protocol (4 weegs training);
euthanasia followed the withdrawal of the right and left kidneys (histopathology) and
the right tibia (histomorphometry — number of intertrabecular spaces variable).
Quantitative variables expressed in mean and standard deviation. For statistical
comparison were used the Two-way ANOVA for repeated measure (2 or 3 moment-
collection variables in the 3 groups) or One-way ANOVA for repeated measure (1
moment-collection variables in the 3 groups), both with post hoc Tukey test. To
correlate variables were used the Linear (Pearson) correlation.  Statistical
significance set a = 5% (p<0.05). Creatinine, parathormone and calcitriol variables
presented statistical increase in the 3™ collection (post exercise moment p<0.05).
Urea presented an increase in the 2" collection (pre-exercise moment p<0.05).
Maximum density in the evaluated area presented a decrease (p<0.05) in the post
exercise moment. All results refer to the time effects analysis without effects for goup
analysis (CG, AG and RG) and without relationship between groups and moment
analysis. Negative correlation between parathormone and maximum density in the
evaluated area (p<0.05, r=-0.55). The histomorphometric analysis did not presented
differences between groups. The histopathological analysis of the left and right
kidneys showed compatible lesions with the chronic kidney disease. The animal
modelo of chronic kidney disease using, a unilateral technique of renal ischemia and
reperfusion, produced property lesions that characterize the evolution of this disease.
The exercise protocol did not produced deletérios changes in renal function and in
biochemical and morphometrics variables of the bone tissue in the course of Chronic
Kidney Disease.

Key words: Chronic Kidney Disease, Physical Exercise, Bone Tissue.
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1 INTRODUCAO

Os rins sdo 6rgaos importantes dentro do corpo humano, pois regulam
funcbes vitais como eliminacdo de catabdlitos, equilibrio hidrico, &cido-basico e
eletrolitico do organismo. Além da manutencdo do equilibrio do meio interno os rins
participam de fungdes hormonais como a ativagédo da vitamina D para a absorgéo de
calcio intestinal, producao de eritropoetina para formacao de hemoglobina e controle
da presséo arterial via algca da renina-angiotensina-aldosterona (SUTTON, 2009). A
manutencao dessas funcdes € vital para a homeostase do meio interno e para que o
individuo possa exercer suas atividades de vida diaria, funcionais e profissionais.

Diante dessas fun¢bes essenciais para o equilibrio vital do organismo, o
paciente que tem algum déficit irreversivel da funcdo renal, desenvolve uma
condicdo patoldgica denominada Doenca Renal Cronica (DRC). Esta doenca
acomete a funcao dos rins levando o paciente a necessitar de terapia dialitica, como
hemodialise e dialise peritoneal para sobrevivéncia. A substituicdo parcial da funcéo
dos rins comprometidos pelas terapias dialiticas € capaz de manter o controle
homeostatico dos liquidos e eletrélitos no organismo, eliminar catabdlitos, balancear
0 pH enquanto o paciente aguarda uma solucéo definitiva mediante transplante renal
(LEVEY; CORESH, 2012).

A DRC é atualmente reconhecida como um problema de salude publica
mundial e no Brasil. Sua incidéncia e prevaléncia vém aumentando
significativamente por conta dos fatores de risco associados ao desenvolvimento da
doenca. Dentre os principais fatores causais podemos citar a Hipertenséo arterial, o
Diabetes mellitus e a historia familiar da doencga. Outro aspecto a ser destacado é o
envelhecimento da populacdo mundial pelo aumento da expectativa de vida. Este
fator caracteriza um maior nimero de pessoas susceptiveis ao desenvolvimento da
DRC com o avancar da idade, além de estarem mais expostos aos outros fatores
causais da doenca (HALLAN et al, 2012).

O comprometimento de todas as funcdes dos rins, em variados niveis de
gravidade ocorre em pacientes com DRC. Este paciente apresenta elevado risco de
desenvolvimento de disfuncbes em diversos sistemas do organismo como muscular,
0sseo, cardiovascular, metabdlico, e respiratorio. Dentro desses sistemas, as
alterac@es relacionadas com o metabolismo do célcio, ora denominada osteodistrofia

renal, dentre outras complicagdes, estdo envolvidas na diminuicdo da atividade
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funcional e de vida diaria do individuo com DRC (VIOLAN et al, 2002; SAKKAS et al,
2003; McINTYRE et al, 2006; SMART et al, 2013).

A osteodistrofia renal € denominada atualmente de Disturbio Mineral e
Osseo na Doenca Renal Cronica (DMO-DRC). Este compromete o equilibrio do
metabolismo do célcio, sendo consequéncia do desenvolvimento do
hiperparatireoidismo secundéario em pacientes com DRC. Este disturbio é
multifatorial, porém o fator mais bem descrito esta relacionado com a deficiéncia da
vitamina D no paciente com DRC que resulta em hipocalcemia por diminuicdo da
reabsorcdo de célcio intestinal. A hipocalcemia e a diminuicdo do estimulo da
vitamina D sobre a paratiredide resultam no aumento da producdo de paratorménio
(Pth). Este horménio estd envolvido no controle da remodelagdo Ossea, pois
promove a reabsorcéo do tecido 6sseo para tentar controlar a hipocalcemia, levando
o0 paciente a desenvolver o disturbio 0sseo e mineral relacionado a DRC
(FUKAGAWA et al, 2002; BARDIN, 2003; TANAKA et al, 2012).

O DMO-DRC apresenta lesdes patologicas no tecido 6sseo em
consequéncia de alteracdes na remodelacdo 6ssea normal devido a problemas no
controle hormonal do calcio. O DMO-DRC pode ser dividido em doenca de baixo
turnover e alto turnover Osseo, sendo trés as formas de apresentacdo mais
comumente encontradas: osteite fibrosa, osteomalacia e doenca adinamica. Todas
estas formas patologicas apresentam descalcificacdo 6ssea e diminuicdo da matriz
O0ssea. Também podem aparecer lesfes mistas e calcificacbes metastaticas em
diversas partes do corpo, como tenddes e vasos sanguineos ou ainda deformidades
osseas (CHANG et al, 2007; MACWAY et al, 2012).

Em pacientes com DRC a triagem e o manejo do DMO-DRC séo feitas por
meio de acompanhamento dos niveis séricos de Pth, célcio, calcitriol, e sintomas de
dores & movimentacdo. Porém todos séo inespecificos para diferenciar os tipos de
lesdo e a gravidade do acometimento. Os exames de imagem sdo realizados
apenas nagueles pacientes cujas queixas sdo mais freqlentes e que apresentem
anormalidades nos demais exames. Mesmo assim é dificil compreender o inicio da
doenca ou mesmo acompanhar sua evolucdo ao longo das medidas terapéuticas
implementadas (FERREIRA et al, 2008).

As alteracdes do tecido 6sseo aparecem com a instalacdo da DRC e néo é
facil organizar uma amostra homogénea e também realizar exames de bidpsia éssea

em pacientes com DRC, que apresentem DMO-DRC, pois os exames néo sao feitos
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de rotina e dificilmente s&o padronizados em centros de atendimentos a estes
pacientes. Desta forma é mais facil a utilizacdo de um modelo animal de doenca
para a coleta efetiva e padronizada de dados que possam oferecer subsidios para o
entendimento dos efeitos dos exercicios resistidos e aerdbio sobre o tecido 6sseo.

Para isso foi desenvolvido o modelo animal de DRC em coelho nova
zelandia branco, pois este oferece melhor perspectiva na elaboracdo do modelo
experimental de DRC, em face de seu tamanho, volemia e aspectos
morfofuncionais, que se assemelham ao anima nobile (COSTA et al, 2009).

Diante do exposto o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do
exercicio aerébio e resistido sobre a funcéo renal e caracteristicas bioguimicas e
morfométricas do tecido 6sseo na DRC. Este tipo de estudo é de fundamental
importancia, pois permite compreender a evolugdo da DRC em condi¢gbes causais
similares ao que ocorre no ser humano, estudando diretamente a influéncia da
atividade fisica na funcéo renal e nas caracteristicas morfométricas e bioquimicas do
tecido Osseo relativas ao DMO-DRC que nédo € citado nas revisdes de literatura

sobre a aplicabilidade da prética de exercicios em pacientes com DRC.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencga Renal Crbnica

Doenca Renal Crbnica é um termo abrangente que designa uma série de
disturbios heterogéneos que podem afetar a funcdo e a estrutura dos rins. Segundo
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) o termo DRC inclui fatores que
possam causar dano progressivo a funcao renal ou complica¢des resultantes do
dano a funcéo renal, sendo desta forma definida como o dano ao rim ou decréscimo
da funcao renal por trés meses ou mais, sem considerar o diagndstico, com ou sem
decréscimo da filtracdo glomerular, manifestado por meio de anormalidades
patolégicas do rim ou marcadores de dano renal como altera¢cdes na composicéo do
sangue, urina ou anormalidades em exames de imagem. O sinal clinico mais claro
de leséo renal é a presenca de albuminuria e o sinal clinico para a perda da funcéo
renal € uma taxa de filtracdo glomerular (TFG) abaixo de 60 mL/min (K/DOQI, 2002;
LEVEY, et al 2011).

A classificacdo da DRC é feita com base na queda da taxa de filtracdo
glomerular e dividida em cinco niveis, sendo TFG maior que 90 mL/min classificada
como estagio 1, no qual existam fatores de risco para DRC porém sem modificacdes
na funcéo renal (isto é, a TFG ainda permanece em niveis considerados normais
para a populacdo em geral), TFG entre 60 e 89 mL/min classificada como estagio 2,
TFG 30 e 59 mL/min classificada como estagio 3, TFG entre 15 e 29 mL/min
classificada como estagio 4 e TFG inferior a 15mL/min classificada como estagio 5
ou doenca renal terminal. Este ultimo estagio caracteriza a faléncia renal e o
paciente necessita de terapia dialitica (K/DOQI, 2002; ROMAO JUNIOR, 2004.
LEVEY et al, 2011)

Estes estagios sdo determinados pela taxa de filtracdo glomerular e a
presenca de dano renal com ou sem a presenca de proteina na urina. A taxa de
filtracdo glomerular é estimada na pratica clinica por equacfes que a derivam dos
valores séricos de creatinina, sendo a equacao de CKD-EPI (LEVEY et al, 2009) a
mais recente a ser descrita na literatura. Magacho et al. (2012) publicaram um

nomograma, para utilizagao no Brasil, da estimagao da TFG baseada nos valores de
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creatinina séricos tendo como referéncia a equacdo CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration).

A presenca de albuminuria é um fator importante na classificacdo, pois
esta pode estar alterada negativamente mesmo em TFG consideradas normais ou
com pouca alteracdo. A combinagéo da avaliagdo da TFG e da albumindria sédo os
achados clinicos laboratoriais que orientam a classificagdo dos estagios e da
identificacdo de maiores fatores de risco para doenca cardiovascular associada a
DRC. Em 2009 o estagio 3 foi subdividido em 3a e 3b pela presenca ou auséncia de
albumindria e esta subdivisdo permanece nas classificacées atuais (HALLAN et al,
2009; HALLAN et al, 2012).

Desde 2002, ap6s a publicacdo do guia K/DOQI, muitos esforcos tém sido
feitos em busca de evidéncias cientificas para a classificacdo da DRC que possam
facilitar a rotina da pratica clinica. Hallan e Ott (2010) discutem que a maior parte
dos esforcos terapéuticos eram voltados para os pacientes em estagio terminal, na
busca de melhorias nas terapias dialiticas e na capacitacéo para o transplante renal.
Estes esforcos vém se voltando atualmente para o diagnostico precoce da DRC e
para uma abordagem preventiva de sua evolugcdo ou comorbidades, pois a
prevaléncia de DRC aumentou significativamente ao longo dos anos em todo o
mundo, sendo esta um fator de risco independente para mortalidade em geral da
populacdo e para a mortalidade relacionada a doencas cardiovasculares (LEVEY;
CORESH, 2012).

Esta mudanca vem ocorrendo pelo reconhecimento de que a DRC deixou
de ser uma doenca unica e exclusiva do rim, tratado por uma especialidade médica,
para ser entendida como um problema de saude publica em prevaléncia crescente,
gue precisa ser diagnosticado precocemente, tratado para corrigir morbidades e
diminuir a necessidade de terapia renal substitutiva (dialitica), transplantes e que
tém impactado com gastos elevados o orgcamento publico ou privado da salde em
todo o mundo. (HALLAN; OTT, 2010; LEVEY; CORESH, 2012)

O numero de pacientes portadores de DRC vem crescendo nas ultimas
duas décadas. Em 1994 o Brasil tinha 24.000 pacientes mantidos em programa
dialitco e em 2004 o numero ultrapassou 58.000 (ROMAO JUNIOR, 2004),
fechando o ano de 2004 com 68.000 pacientes em didlise (GRASSMANN et al,

2005). O Censo Brasileiro de Dialise, publicado em 2012 pela Sociedade Brasileira
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de Nefrologia, mostrou que no ano de 2011 existiam aproximadamente 92.000
pacientes em terapia dialitica no Brasil (SESSO et al, 2012).

Outros dados do Censo revelam que a taxa geral de prevaléncia de
pacientes em tratamento dialitico, no Brasil, em 2011, foi de 475 pacientes por
milh&o de populagédo (pmp) e que a regiao Centro-oeste ocupou neste censo 2° lugar
no pais com taxa de prevaléncia de 530 pmp.

Dados mundiais descritos por Grassmann et al. (2005) evidenciam este
aumento na prevaléncia de DRC no mundo. O autor destaca que se espera um salto
no numero de pacientes em terapia dialitica de 1.371.000 em 2004, para mais de
2.000.0000 em 2010, sendo Estados Unidos, Japao e Brasil os trés primeiros em
namero de pacientes em didlise.

Hallan et al. (2012) destacam que a DRC afeta de 10 a 15% dos adultos
nos Estados Unidos, Europa e Asia, sendo a prevaléncia cada vez maior com o
avancar da idade: 4% na faixa etaria de 20 a 39 anos e 47% para individuos com
idade superior a 70 anos de idade nos Estados Unidos. A prevaléncia de DRC é
estimada em 400 pmp por ano nos Estados Unidos, Asia e México, para os estagio 3
a 5 de DRC.

Estudos mostrando a estimativa de DRC em estagio iniciais (1 e 2) sao
mais dificeis de se encontrar na literatura, pois ha divergéncias quanto a forma de
obtencdo da TFG e da classificacdo do dano renal. Um estudo publicado nos
Estados Unidos, mostrou que, de 1999 a 2006 a taxa de prevaléncia de DRC foi de
11,5% para a populacédo em geral, sendo 4,8% para os estagios 1 e 2 e 6,7% para
0s estagios 3 a 5, usando como base a classificacdo pela TFG e presenca de
albumindria (LEVEY et al, 2009).

No Brasil ndo existem estudos que pesquisaram a prevaléncia de DRC
nos estagio iniciais. Passos et al. (2003) publicaram um estudo mostrando a
prevaléncia de disfuncdo renal com base nos niveis séricos de creatinina em uma
cidade do interior do estado de Minas Gerais. Ele encontrou uma taxa de 0,5% em
adultos de 18 a 59 anos e de 5,1% em idosos acima de 60 anos. Estes valores estdo
abaixo das estimativas em outros locais. Entretanto podemos destacar que o estudo
nao levou em consideracdo o padrdo de andlise da TFG e nem a presenca de
albumindria. Outro aspecto a ser considerado é que pacientes mais graves poderiam
ter se deslocado para uma cidade de maior porte, reduzindo a estimativa encontrada

pelo pesquisador.
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A DRC é um problema de saude publica que tem como fatores de risco e
progressdo da doenca alguns determinantes de saude de grande impacto na
sociedade mundial, sendo citado o envelhecimento, a hipertensao arterial, o diabetes
mellitus. Outros fatores como a histéria familiar de DRC, a presenca de doencas
sistémicas, auto-imunes, litiase renal e infeccdes urinarias de repeticdo também
devem ser pesquisados na histéria do pacientes que apresenta DRC (WINEARLS;
GLASSOK, 2011; SESSO et al, 2012; LEVEY; CORESH, 2012).

Nos Estados Unidos aproximadamente 40% dos casos novos de DRC
estéo relacionados com a presenca de diabetes mellitus (LEVEY; CORESH, 2012).
Coresh et al. (2007) concluiram que a prevaléncia da DRC aumentou
significativamente nos Estados Unidos, comparando o periodo de 1994 a 2004 com
o periodo de 1988 a 1994, principalmente pela presenca de diabetes mellitus e
hipertenséo arterial na populagdo. No Brasil, o ultimo Censo Brasileiro de Dialise
(SESSO et al, 2012), mostrou que o diagndstico de base para DRC mais comumente
encontrado nos pacientes em dialise foi Hipertensao arterial (35,1% das causas) e
Diabetes nellitus (28,4% das causas), que somados, ultrapassaram 50% dos fatores
causais de DRC nesta populacgéao.

O tratamento da DRC é diferente em seus varios estagios. Este inclui
abordagens para controle dos fatores causais e de progressdo da doenca,
prevencao, controle e/ou tratamento das comorbidades e complicacdes, diminuicédo
do risco cardiovascular associado a doenca renal. Dados do Censo Brasileiro de
Dialise (SESSO et al, 2012) revelam que 39,3% paciente apresentavam anemia
(Hb<11) e 30,6% elevacéao da taxa do Pth (>300), indicando DMO-DRC.

A terapia dialitica é indicada nos estagios mais avancados da doenca
(estagio 5) com TFG inferior a 15 mL/min. Apesar dessas intervencdes, 0 paciente
ainda apresenta uma significativa diminuicdo de sua capacidade fisica e problemas
psicossociais que levam a alteracdo na qualidade de vida, pois o tratamento néo
consegue substituir totalmente as funcdes dos rins (KONSTANTINIDOU et al, 2002;
HALLAN et al, 2012; LEVEY; CORESH, 2012).

Por ndo substituir totalmente a funcdo natural dos rins o paciente com
DRC em dialise desenvolve disfuncbes em diversos sistemas do organismo como
muscular, ésseo, cardiovascular, metabdlico e respiratorio. Dentro desses sistemas,
as alteracbes mais comuns sdo miopatia urémica, anemia, neuropatia periférica,

alteracbes metabdlicas, osteodistrofia renal, infeccdes e doenca cardiovascular.
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Estas alteragbes estdo envolvidas na diminuicdo da atividade funcional e de vida
diéria do individuo e na mortalidade de pacientes com DRC (VIOLAN et al, 2002;
SAKKAS et al, 2003; McINTYRE et al, 2006; HALLAN et al, 2009; LEVEY; CORESH,
2012; SMART et al, 2013).

Dados do ultimo Censo Brasileiro de Dialise (SESSO et al, 2012) mostram
uma taxa de mortalidade bruta de 19,9% no ano de 2011, sendo o nimero estimado
de Obitos de 18.187 individuos na populacdo que estava em dialise neste ano.

Estes dados ndo representam totalmente a realidade, pois, segundo
Luciano et al. (2012) ndo existem dados suficientes que possam ilustrar a magnitude
da incidéncia e prevaléncia de DRC no Brasil, bem como ndo ha dados expressivos
referentes a morbidade, hospitalizacdes e mortalidade. Se extrapolarmos pelos
dados da realidade americana, em que aproximadamente 13% da populagcéo
apresenta diagnostico de DRC, estima-se que possa haver cerca de 16 milhdes de
brasileiros acometidos e muitos deles sem diagndstico e acompanhamento em
estagios iniciais da DRC.

A DRC é comum, grave, tratavel e deve ser prevenida. Nos estagios
iniciais, pode ser detectada por exames laboratoriais simples, de baixissimo custo e
o tratamento das doencas de base pode impedir ou retardar a evolucdo para

estagios mais avancados da DRC ou para doenca cardiovascular ou morte.

2.2 Disturbio Mineral e Osseo na DRC

A Osteodistrofia Renal (OR) é uma doenca que acomete o paciente com
DRC por este apresentar disturbios relacionados com o balanco entre fosfato, calcio
e sua regulacdo hormonal. E um dos principais distdrbios que causam morbidade e
diminuicdo da qualidade de vida de pacientes com DRC, incluindo aumento do risco
de complicacdes cardiovasculares e de 6bito por cardiopatia (MOE et al, 2006).

A partir de 2005, o documento apresentado pela The Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) conclui que o termo OR deve ser empregado
apenas para definir aspectos patolégicos relativos ao tecido ésseo presentes em
pacientes com DRC. O conceito atual denominado de Distlrbio Mineral e Osseo na
Doenca Renal Crénica (DMO-DRC) é mais amplo que da OR, pois é considerado um

distarbio sistémico que incorpora as altera¢des do tecido 6sseo encontradas na OR,
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aos demais aspectos clinicos como dor é6ssea e fratura sem causa definida,
aspectos bioquimicos e aspectos relacionados ao estudo de imagens (MOE et al,
2006).

Para considerar o diagnéstico de DMO-DRC o paciente com DRC pode
apresentar um ou mais das seguintes anormalidades: alteragdes no metabolismo do
calcio, fosfato, Pth e vitamina D (calcitriol); anormalidades O6sseas de turnover,
mineralizacdo, volume ésseo, crescimento linear (em especial para criancas com
DRC) e forca (resisténcia do tecido 0sseo); calcificacdes vasculares ou de outros
tecidos moles. Nao existe uma classificacéo especifica e definida na literatura para a
gravidade do DMO-DRC, mas existe um sistema descritivo que divide os pacientes
em grupos pela presenca ou auséncia de cada um dos trés aspectos avaliados.
Desta forma o comprometimento de outros o6rgdos e fungbes afetados pelo DMO-
DRC é relevante no contexto da investigacdo, acompanhamento e tratamento nos
diversos estagios da DRC, tentando minimizar a evolugcdo ou aparecimento de
complicagBes que piorem o estado funcional e a qualidade de vida destes pacientes
(MOE, et al 2006; MOORE et al, 2009; MACWAY et al, 2012; TANAKA et al, 2012).

A toxidade urémica e 0 estresse oxidativo sdo os principais fatores que
afetam o metabolismo ésseo de pacientes com DRC, contribuindo para a complexa
fisiopatologia do DMO-DRC. Em geral, a queda da funcdo renal prejudica o
metabolismo do calcio e fosfato com consequente hiperparatireoidismo. Mesmo com
taxas anormalmente elevadas de Pth na corrente sanguinea o paciente pode
desenvolver uma resisténcia do tecido 6sseo a acdo deste horménio, na uremia
secundaria a DRC, este evento possui mecanismos complexos, alguns ligados a
toxinas carregadas por albuminas (ndo dialisaveis) e ao elevado estresse oxidativo
do tecido 6sseo e de todo o organismo do paciente com DRC (TANAKA et al, 2012).

Outras funcdes como o balanco acido-basico (pH) e o estado nutricional
do organismo sao afetados na DRC. Estes dois fatores combinados com o0s
aspectos da uremia e estresse oxidativo contribuem na inducdo de uma variedade
de tipos diferentes de lesfes no tecido 6sseo (K/DOQI, 2002; MACWAY et al, 2012).

As avaliacdes clinicas de exames de imagem vém crescendo atualmente
para diagnoéstico e acompanhamento do DMO-DRC. Os exames de Dual energy X-
ray absorptiometry (DXA) e High resolution peripheral quantitative computed
tomography (HR-pQCT) séo os mais utilizados para a mensuragdo da densidade
mineral 6ssea em todos os estagios da DRC (MOE et al, 2006; JAMAL et al, 2012).
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Jamal et al. (2012) destacam a importancia das avaliacbes da densidade
mineral 6ssea na deteccéo de fatores de risco para fraturas e 0 acompanhamento da
evolucao da perda de densidade mineral 6ssea no DMO-DRC em estagio 3 a 5.

O uso de radiografias simples atualmente € restrito para a deteccdo de
anormalidades estruturais do esqueleto na rotina clinica do paciente adultos com
DRC. Em pacientes pediatricos seu uso é utii e de baixo custo para o
acompanhamento do crescimento Osseo. Para o diagnostico de calcificacdes
vasculares, principalmente na regido de aorta abdominal, € um parametro de
importancia clinica pelo rapido diagnéstico e baixo custo operacional (MOE et al,
2006).

Para os achados histopatologicos do tecido 6sseo existe uma classificacéo
em que inclui a avaliagdo do turnover 0sseo, da mineralizagdo e do volume 6sseo
(sistema TMV). A avaliacdo do turnover 6sseo (T) considera a razdo entre a
formacédo do tecido 6sseo em relacdo a sua absorcdo. As alteracbes O0sseas sao
classificadas como sendo de baixo ou alto turnover 0sseo. Os disturbios de alto
turnover 0sseo se referem a maior taxa de reabsorcdo 6ssea em relacéo a formacéao
e a de baixo turnover 6sseo se caracterizam pela diminuicdo da formacdo de matriz
colagena para calcificacdo (K/DOQI, 2002; MOE et al, 2006; MOORE et al, 2009;
MACWAY et al, 2012).

A avaliacado da mineralizacado (M) considera a razéo entre tecido osteoide
(matriz colagena) com e sem mineralizacdo e sua relacdo com o tempo para
mineralizacdo. Esta pode estar normal ou diminuida. O volume 6sseo (V) € avaliado
pela razdo entre volume 6sseo e volume do tecido em areas de osso trabecular.
Este pode estar normal, aumentado ou diminuido. Este componente também inclui
avaliacdo da espessura e porosidade da area cortical do osso em estudo (MOE et al,
2006; MACWAY et al, 2012).

A combinacdo dos resultados de todas as avaliagbes do sistema TMV
compde a caracterizacdo da OR e do tipo de manifestacdo histopatolégica que o
tecido 0sseo do paciente apresenta. Estas combinacdes produzem quatro padrées
de doenca Ossea: osteite fibrosa, osteomalécia, doenca adinamica e doenca 0ssea
mista (MACWAY et al, 2012).

Para a caracterizacdo do DMC-DRC utiliza-se em complemento a andlise

histopatolégica do tecido 6sseo (sistema TMV), o estudo das anormalidades do
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metabolismo 6sseo e mineral. Estas sdo caracterizadas por complexas alteracdes no
sistema fisiolégico hormonal que controla a homeostase de célcio e fosfato.

Sao trés os hormbénios chave para entender os aspectos fisiopatoldgicos
do DMO-DRC, Pth, Calcitriol e Fator de crescimento de fibroblasto 23 (FGF23). A
ordem de aparecimento dos fatores que induzem ou exacerbam o DMO-DRC, sua
hierarquia e inter-relacdes ainda ndo esta bem esclarecida (K/DOQI, 2002; MOE et
al, 2006; MACWAY et al, 2012).

MacWay et al. (2012) publicaram revisdo dos principais hormonios e
apresentacdes fisiopatologicas relacionadas ao DMO-DRC. Estes autores
descrevem que na DRC o acumulo de fosfato piora progressivamente com a perda
da capacidade dos néfrons em excretar este metabdlito. Como conseqiiéncia é
observada a elevagao dos niveis de fosfato sérico mesmo na presenca de maiores
concentracdes de FGF23.

O FGF23 é um horménio produzido pelos ostedcitos, e osteoblastos em
menor escala. Sua producéo é estimulada pela hiperfosfatemia e calcitriol. A medida
gue a TFG diminui em consequiéncia da DRC, ocorre aumento dos niveis séricos do
FGF23 causado pelo aumento da secrecdo e reducdo da excrecao renal deste
horménio. A concentracdo de FGF23 em pacientes com DRC em estagio inicial é
cerca de 10 vezes maior que a normal e em pacientes em estagios mais avancados
(que realizam hemodialise) este valor pode alcancar 200 vezes o valor normal
esperado para a populacdo em geral. A hipotese mais aceita para este fato é que a
elevacdo do FGF23 na DRC em estagio inicial aumenta a excrecdo de fosfato nos
néfrons funcionantes, mantendo a normalidade dos niveis séricos de fosfato nesta
fase. Este horménio ainda pode inibir a producédo de Pth pela glandula paratiredide
(mantendo a concentracdo do Pth normal ou proximo ao normal nos estagios iniciais
de DRC), diminuir a concentracdo de calcitriol por inibir e inativar a 1-alfa hidroxilase,
enzima responsavel pela sintese do calcitriol nos rins (KANSAL; FRIED, 2010;
MACWAY et al, 2012).

MacWay et al. (2012) ainda descrevem que, com o avancar da DRC e a
perda progressiva de néfrons, ocorre alteracbes negativas dos mecanismos
regulatérios do calcio, incluindo elevacdo do Pth na maior parte dos casos, menor
sintese de calcitriol renal, aumento do fosfato intracelular renal, que reduz a eficacia
da 1-alfa hidroxilase, piorando ainda mais a deficiéncia de calcitriol no organismo. A

deficiéncia do calcitriol diminui a absorcao intestinal de fosfato (fator benéfico por
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reduzir a hiperfosfatemia da DRC) e do célcio (efeito deletério na DRC por piorar a
hipocalcemia) da dieta. A hipocalcemia ocorre desta forma, pela diminuicdo da
reabsorcdo de calcio pelos tabulos renais e da absorcdo de calcio intestinal. Esta
condicao aumenta a secrecdo de Pth por estimulo a receptores sensiveis ao calcio
nas células da paratireéide, assim como a reducdo da expressdo de receptores de
calcitriol e FGF23, resultando inicialmente em aumento da sintese e secrecao de Pth
e na sequéncia desenvolvendo hiperplasia glandular. No inicio do processo estas
mudancas sao sensiveis a terapéutica com reposicdo de célcio e calcitriol, mas a
alteracdo nos receptores celulares da glandula paratiredide e outros fatores tornam
as células da paratiredide insensiveis ao calcio e calcitriol, resultando em um
funcionamento autbnomo da glandula que eleva em muito a concentracdo de Pth
sérico, que induz a reabsor¢cdo Ossea corrigindo a hipocalcemia e gerando
hipercalcemia. Esta condicdo é denominada hiperparatireoidismo secundario
(HPTS).

O aumento sérico do Pth circulante é o sinal clinico mais contundente da
condicdo do HPTS, mostrando um aumento da atividade glandular da paratiredide
gue tenta compensar a baixa absorcdo de calcio e tubular renal com consequente
hipocalcemia, elevando a reabsorcao 0ssea deste mineral (HRUSKA; TEITELBAUM,
1995; K/DOQI, 2002; FUKAGAWA et al, 2002; BARDIN, 2003).

2.2.1 Inter-relacdo entre requlacdo hormonal e modificacdes 6sseas no DMO-DRC

As alteracbes no turnover 6sseo produzidos no DMO-DRC estédo
associadas a regulacdo hormonal. O HPTS provoca ativacdo de osteoblastos e
osteoclastos para formacdo e reabsorcdo 6ssea respectivamente, levando ao
aumento do turnover désseo. Este aumento de turnover € caracterizado por niveis
séricos de Pth elevados que provocam maior reabsorcdo da matriz mineral do tecido
0sseo com consequente aumento dos niveis séricos de célcio e fosfato. A
concentracdo sérica destes minerais pode ficar acima do normal e promover
precipitacdo de célcio e fosfato em tecidos e partes moles, como observado nas
calcificacbes vasculares e suas consequéncias patolégicas para o paciente com
DMO-DRC. Com o avancar do DMO-DRC ha fibrose medular e o aparecimento da
lesdo 6ssea de alto turnover denominada Osteite fibrosa (K/DOQI, 2002; MOE et al,
2006; OTT, 2008; MOORE et al, 2009; MACWAY et al, 2012).
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As lesdes do tecido 6sseo podem levar a diminuicdo da expressdo do
receptor par o horménio Pth nas células osteblasticas e osteoclasticas, gerando
resisténcia destas células a acdo hormonal com o avancar das lesdes. Este fato
resulta em retorno do turnover ésseo a valores normais ou até mesmo abaixo do
normal, mesmo em altos niveis séricos de Pth em alguns pacientes (K/DOQI, 2002;
MOE et al, 2006; OTT, 2008; MOORE et al, 2009; MACWAY et al, 2012).

Quando nado ha ocorréncia de HPTS os niveis de Pth encontram-se
normais ou reduzidos, o turnover 6sseo tende a ser baixo ou muito baixo. O baixo
turnover Gsseo esta relacionado a varios fatores humorais secretados pelos rins e
também pela pela resisténcia 6ssea a ag¢do do Pth. Esta condicdo caracteriza a
lesdo Ossea encontrada na Doenca Adindmica. Além da forma intrinseca de
desenvolvimento de baixo turnover 6sseo na DRC, existem fatores de risco comuns
para a doenca adinamica, que sao idade, presenca de diabetes mellitus, pacientes
gue realizam didlise, excessiva supressdo do Pth por meio de terapéutica de
reposicao de calcio e calcitriol. Quando o turnover 6sseo € baixo e ocorre balanco
positivo de calcio (hipercalcemia por suplementacdo, por exemplo), o0 0SSO n&o
consegue tamponar este excesso de calcio que pode precipitar e gerar calcificacoes
de tecidos moles, assim como nas condi¢cdes de alto turnover (K/DOQI, 2002; MOE
et al, 2006; OTT, 2008; MOORE et al, 2009; KANSAL; FRIED, 2010; MACWAY et al,
2012).

Pode-se concluir que tanto as alteracdes de alto turnover e de baixo
turnover O0sseo sao fatores primordiais no desenvolvimento de calcificacbes de
partes moles extraesqueléticas no DMO-DRC, pois ocorrem em pacientes com
anormalidades nos niveis de célcio e mesmo naqueles que porventura recebem
reposicdo do mesmo, sendo, desta forma, um importante alvo diagnostico e
acompanhamento clinico em pacientes com DRC (K/DOQI, 2002; MOE et al, 2006;
OTT, 2008; MOORE et al, 2009; MACWAY et al, 2012).

A Osteomalécia é uma forma de lesdo 6ssea que aparece na OR, sendo
classificada como uma doenca de baixo turnover 6sseo. Esta relacionada com
disturbio de mineralizacdo da matriz 6ssea colagena. A mineralizacdo 6ssea primaria
ocorre pela deposicdo de hidroxiapatita na matriz colagena, que é dependente da
atividade osteoblastica, do balanco de célcio e fosfato e da acdo de uma diversidade
de fatores intrinsecos e extrisecos ao tecido 6sseo. A deficiéncia de calcitriol, de

célcio da dieta e de exposicdo a luz solar sdo fatores que podem influenciar
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negativamente a mineralizagdo, mas podem ser facilmente corrigidos. A acidose
metabdlica € o principal fator descrito na literatura que influencia negativamente a
mineralizagdo 6ssea no paciente com DRC (K/DOQI, 2002; MOE et al, 2006; OTT,
2008; MOORE et al, 2009; MACWAY et al, 2012).

A perda de massa Ossea € outro fator de interrelacad entre regulacéo
hormonal e lesdes do tecido 6sseo. Esta é relativa a maior absor¢do e menor
formacdo de tecido 6sseo e aparece em pacientes com altos niveis séricos de Pth
(HPTS; alto turnover Osseo). A massa Ossea da regido trabecular pode estar
anormalmente aumentada ou diminuida e a regido de osso cortical mais fragil, pelo
aumento da porosidade e diminuicdo da espessura desta regidao (KANSAL; FRIED,
2010; MACWAY et al, 2012).

O hipogonadismo é um fator que aparece em homens e mulheres com
DRC e influencia a diminuicdo da formacéo 6ssea. O estado de inflamacé&o cronica
associada a deficiéncia nutricional também contribuem para perpetuar a perda de
massa 0ssea na DRC (MOE et al, 2006; MACWAY et al, 2012).

Desta forma, é recomendado que o DMO-DRC deva ser investigado e
tratado em pacientes adultos que apresentem TFG abaixo de 60 mL/min e
pediatricos com TFG inferior a 89 ml/min. Na rotina da pratica clinica devem-se
investigar os niveis séricos de Pth, calcitriol, fosfato e calcio para diagnostico e
acompanhamento da evolucdo da doenca de alto e de baixo turnover. As alteracoes
patolégicas do tecido 6sseo devem ser investigadas por meio de bidpsia Ossea
principalmente naqueles pacientes que apresentarem dor O0ssea ou fratura sem
causa definida. A recomendacédo de se investigar o DMO-DRC nos estagios iniciais
favorece o tratamento e a prevencao de complicacfes associadas a este disturbio
(K/DOQI, 2002; MOE et al, 2006; OTT, 2008; MOORE et al, 2009; MACWAY et al,
2012; TANAKA et al, 2012).

2.3 Isquemia e Reperfusdo Renal

A lesdo por isquemia e reperfusdo pode ser definida como toda alteracao
devida a privacdo e re-estabelecimento do suprimento de oxigénio aos tecidos e
orgaos. Trata-se de um fendmeno complexo que envolve ndo apenas os efeitos

intracelulares, mas também uma lesdo inflamatéria. Pesquisas em modelos animais
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demonstraram que as consequéncias da isquemia/reperfusdo dependem da
duracao, resultando em alteracdes bioquimicas e necrose celular. Os rins mantém a
auto regulacédo da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) independente das mudancas
da pressao arteriolar, enquanto a pressao arterial sistémica flutua entre 80 e 180
mmHg, a TFG permanece constante. Em condic¢des fisioldgicas o cortex renal, onde
se encontra a maioria dos glomérulos (unidades de filtragem), recebe a maior parte
do fluxo renal, e a regido medular recebe em torno de 10% (THOMPSON et al,
2007).

Durante a isquemia renal a diminui¢do do fluxo sanguineo nao é uniforme,
sendo mais proeminente na regido medular que no cOrtex renal. Quando o
suprimento de sangue torna-se interrompido transitoriamente, os niveis de oxigénio
sdo mantidos através da reducdo da TFG e transportes de solutos nos tubulos
renais. Esse mecanismo protetor € prejudicado pela producéo das espécies reativas
de oxigénio (EROS), que causa uma diminuicdo ainda maior do fluxo sanguineo
medular. O aumento na producédo de EROS leva a uma lesdo endotelial durante a
reperfusdo, responsavel por uma cascata de eventos lesivos ao tecido renal. Além
disso, a consequente resposta inflamatéria também leva a congestédo vascular que
se propaga no ambiente hipoxico e reduz a capacidade de limpeza dos radicais
toxicos. Assim a regido corticomedular € a regido renal mais vulneravel a lesdo com
a continua hipoperfusao (SUTTON, 2009).

Dessa forma, a hipoperfusdo continua leva a alteracbes vasculares que
incluem desprendimento celular da monocamada endotelial, resultando em aumento
da permeabilidade da barreira endotelial vascular e reatividade. A resposta
inflamatoria gera um aumento de moléculas de adeséao intercelular (ICAM-1, P-e e
E-selectina), que estdo relacionadas ao aumento da injdria renal durante a isquemia
(LEGRAND et al, 2008).

Esses fatores em conjunto criam um ambiente que levam a uma maior
lesdo tubular renal, diminuicdo TFG e funcado renal, levando consequentemente a
DRC (MUNSHI et al, 2011).

A hipotese de hipdxia crénica foi formulada por Fine et al. (1998) apud
Munshi et al. (2011) ha mais de uma década atrds, com base em achados de
biopsia renal em pacientes com DRC, e demonstraram rarefacdo acentuada dos
capilares peritubulurares. Sua hip6tese propos que a lesdo glomerular primaria leva

a um fluxo reduzido, o que culmina em perda capilar peritubular. Esse fato cria um
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ambiente hipdxico que produz uma resposta fibrética, comprometendo ainda mais os
capilares adjacentes. Outra perspectiva € que a lesdo renal desencadeia uma
resposta inflamatoéria que recruta citocinas, como fator transformador de crescimento
e induz a transformacdo das células epiteliais e endoteliais renais para
miofibroblastos, um processo chamado de transicdo epitelial mesenquimiais, que
leva a producgéao de fibroblastos e miofibroblastos, com leséo intersticial subsequente
e atrofia (YOUHUA, 2010).

A principal caracteristica histopatolégica da doenca renal crénica € a
fibrose tdbulo-intersticial, sendo que o grau de fibrose € o melhor preditor da
progressdo para a fase final da doenca renal (SINHA et al, 2009). A perda da
microvasculatura renal cria um ambiente hipdxico e produz a progressao da fibrose,
rarefacdo dos capilares peritubulares, que pode ser observado em biopsia de
modelos animais (KANG et al, 2002). Em um estudo com modelos animais
observou-se uma relacdo direta entre rarefacdo capilar peritubular e o
desenvolvimento de cicatrizes glomerular e tubulo intersticial, associado a uma
reducdo permanente da densidade capilar peritubular apds reversdo da isquemia,
sugerindo que a agresséao isquémica leva a um estado hipoxico crénico (BASILE et
al, 2001).

As mitocondrias sdo importantes alvos do processo isquemia/reperfusao.
Dentro da mitocondria ocorre uma diminui¢cado do transportador NADH e da enzima
ADP/ATP sintetase, aumento da enzima fosfolipase, acimulo de calcio e radicais
livres produzidos pelas mitocondrias. A associacdo dessas alteracfes pode ser
responsavel pela morte celular devido principalmente a reperfusdo. Estudos
recentes sobre a patogénese da isquemia renal fazem uma relacao temporal entre
0s estagios clinicos e as alteracGes celulares. No rim exposto a isquemia, a
deplecéo intracelular é intensa, ocorre producdo de espécies reativas de oxigénio,
lesdo endotelial e ativacdo de mecanismos inflamatérios. Em seguida os
mecanismos de protecdo intrarrenal sao solicitados e se a isquemia for interrompida
pode ocorrer uma completa recuperacdo. Caso isso ndo ocorra, a cronicidade da
hipdéxia leva a DRC (DEVARAJAN, 2006; MEYER et al, 2011).

Como consequéncia a todas essas altera¢cdes no ambiente celular renal e
cronicidade da isquemia/reperfusdo, ocorre 0s sinais e sintomas caracteristicos da
DRC, conhecidos também como sindrome urémica. Perdas de funcéo renal de até

50% néo se manifestam clinicamente, porém reduc¢des maiores causam a Sindrome
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Urémica, caracterizada por um conjunto de sinais, sintomas e complicacbes que

atingem praticamente todos os 6rgéos e sistemas do organismo (PALM et al, 2010).

2.4 Avaliagdo da Funcao e Lesao Renal

A avaliacdo da progressdo da DRC é baseada em sinais, sintomas e
histéria clinica do paciente. Em geral, os exames laboratoriais que avaliam a funcéo
renal tentam estimar a TFG, definida como o volume plasmético de uma substancia
gue pode ser completamente filtrada pelos rins em uma determinada unidade de
tempo. A TFG é uma das mais importantes ferramentas na analise da funcédo renal,
sendo também um indicador do numero de néfrons funcionais. Como medida
fisiologica, ela ja provou ser o mais sensivel e especifico marcador de mudancgas na
funcao renal (SODRE et al, 2007).

Quando a TFG permanece abaixo de 75 ml/min e creatinina sérica 1,5
mg/dL em mulheres e 2,0mg/dL em homens geralmente é indicativo de DRC. A
dialise é iniciada quando a TFG cai para 10 e 15ml/min e a creatinina sérica atinge
8 mg/dL (CHIKOTAS et al, 2006).

As manifestacdes clinicas da DRC sao incipientes, silenciosas e se
confundem com sinais clinicos de diversas outras morbidades, sendo
frequentemente percebidas quando constatadas alteracdes em exames laboratoriais
de rotina, como a uréia e, principalmente, a creatinina (MAGRO; VATTIMO, 2007).

A uréia é um metabdlico nitrogenado, derivado da degradacdo de
proteinas pelo organismo, sendo 90% excretados pelos rins e o restante eliminado
pelo trato gastrintestinal e pela pele. A principal utilidade clinica da uréia é a
determinacdo em conjunto com a creatinina. A razao uréia/creatinina sérica pode
indicar estados patoldgicos diferentes. Em valor abaixo do esperado ela pode ser
encontrada em patologias como a necrose tubular aguda, baixa ingestdo de
proteinas, condi¢cdes de privacdo alimentar ou reducdo da sintese de uréia por
insuficiéncia hepatica. A analise dessa razdo elevada, com a creatinina dentro do
valor de referéncia, indica processos que levam a diminuicdo do fluxo sanguineo
renal, aumento na ingestdo proteica ou sangramento gastrintestinal; e com a
creatinina acima do valor normal, denota processos obstrutivos pés-renais, como

tumores ou estenose de vias urinarias (SODRE et al, 2007).
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A creatinina é um produto residual da creatina e sua transformacao
acontece no tecido muscular, no qual 1% a 2% da creatina livre se converte
espontanea e irreversivelmente em creatinina todos os dias. Assim, a quantidade de
creatinina produzida é dependente da massa muscular e ndo apresenta grandes
variages diarias, sendo filtrada livremente no glomérulo. Em termos gerais, 7%-
10% da creatinina presente na urina é secretada. Apesar de algumas limitacdes do
Seu uso, a creatinina tornou-se um biomarcador quase universal para a avaliagao da
FG, sendo possivel ndo sé o diagnostico de doencga renal, como 0 monitoramento
preciso da progressao da doenca (KIRSZTAJN et al, 2011).

2.5 Exercicio fisico na DRC

A importancia da atividade fisica para a manutencdo da saude € cada vez
mais evidente. Em muitas partes do mundo, as atividades ocupacionais de grande
parte da populacdo sdo cada vez mais sedentarias. Nesses ambientes, a
substituicdo de algum nivel de lazer ou exercicio programado pode conferir beneficio
para a manutencao da saude (HENRIQUE et al, 2009).

No que diz respeito a DRC, ndo é claro em que medida o declinio da
funcdo muscular é um resultado direto das alteracdes relacionadas com a doenca na
fisiologia do musculo esquelético, em oposicdo a reducdo da atividade fisica e ma
nutricdo. No entanto, um crescente consenso emergiu que a funcdo muscular
diminui decorrente de disturbios que podem ser melhorados de forma independente
das estratégias que abordem a doenca primaria subjacente (ADAMS; VAZIRI, 2006).
Ha um crescente corpo de evidéncias que o exercicio fisico programado pode trazer
beneficios significativos.

Smart et al. (2013) destacam que a inatividade fisica € um fator de risco
na DRC e um preditor de mortalidade cardiovascular. Pacientes em estagio terminal
de DRC com pico de VO2 inferior a 15,7 mg/Kg/min possuem alto risco de
mortalidade, porém ndo ha uma descricdo precisa desta associacdo nos demais
estagios da DRC. Entretanto, os resultados positivos de melhora de VO2 nos
pacientes com DRC em programas de atividade fisica, os ganhos de funcionalidade
e capacidade fisica, a melhora do apetite e da qualidade de vida séo as justificativas

de maior relevancia para a prescricdo de modalidades de exercicios na DRC.
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O exercicio resistido € uma forma de treinamento de forca contra uma
resisténcia, usado para desenvolver a forca e o tamanho dos musculos
esqueléticos. Corretamente realizado, pode proporcionar significativos beneficios
funcionais e de melhoria na saude e bem-estar. O treinamento de resisténcia nao
deve ser confundido com musculacdo, levantamento de peso, que envolvem
diferentes tipos de treinamento de forca. Uma gama completa de movimento é
importante no treinamento de resisténcia, porque a sobrecarga muscular ocorre
apenas nos angulos especificos comuns onde o musculo é trabalhado. O
treinamento aerdbico (por exemplo, esteira ergométrica) € um exercicio que melhora
0 consumo de oxigénio no metabolismo do corpo ou processos de geracao de
energia. Além disso, diminui a resisténcia a insulina, aumentam forga e resisténcia
muscular, melhora a flexibilidade, altera a composi¢cdo corporal (particularmente
aumenta a perda de gordura), e também diminui os fatores de risco para doenca
cardiovascular (AFSHAR et al, 2010).

Ha muito interesse nos efeitos do exercicio aerobico e de resisténcia
(forca) na DRC. Estas medidas podem diminuir a morbidade e a mortalidade,
reduzindo a inflamacé&o, o estresse oxidativo e a disfuncdo endotelial. Em algumas
doencas cronicas a pratica regular de exercicio aerébico e de resisténcia tem sido
relatada como influéncia benéfica sobre citocinas inflamatorias, resisténcia a
insulina, obesidade, doencas cardiovasculares, porém ainda ndo € claro se esses
beneficios do exercicio fisico podem favorecer os pacientes com DRC. Em virtude
disso é possivel que a reabilitacdo renal ainda ndo seja usada de forma regular na
prética clinica (MOINUDDIN; LEEHEY, 2008).

A DRC esta associada com niveis circulantes aumentados de citocinas
pré-inflamatérias e outros marcadores de inflamacgéo. Neste sentido Castaneda et al.
(2004), realizaram um estudo randomizado de 12 semanas de treinamento com
exercicio de resisténcia, 3 vezes por semana em 26 pacientes com DRC, analisando
variaveis relacionadas ao tamanho e forca muscular, concetracbes séricas de
proteina C-reativa e interleucina-6 antes e apds a intervencdo com exercicios e
observaram uma diminuicdo destes fatores séricos além da hipertrofia muscular e
aumento da forca.

Em uma revisao realizada por Johansen e Painter (2012) constatou-se
gue o exercicio fisico aerobico pode levar a uma diminuicdo da pressdo sanguinea,

niveis de colesterol e do estresse oxidativo indicado por diminuicdo nos produtos de
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peroxidagéo lipidica. O exercicio fisico conduz também a uma menor proteinuria e
um menor indice de esclerose glomerular em ratos apos nefrectomia. Além disso,
observou-se que nenhum estudo examinou o efeito do treinamento fisico sobre as
alteracbes da funcéo renal com rigor suficiente para ser conclusivo, porém ressalta
qgque nenhum estudo até hoje demonstrou um efeito negativo do exercicio na
progresséo da DRC.

Segundo Adams e Vaziri (2006), o exercicio fisico pode causar alteracbes
agudas na hemodidlise renal, o que pode resultar em uma queda transitoria na taxa
de filtragdo glomerular e retencdo de fluidos em pacientes com DRC. No entanto
essas alteracbes ndo parecem exacerbar uma disfuncdo renal preexistente. Por
outro lado o exercicio regular pode atenuar a degradacédo da proteina muscular e
levar a uma melhor absor¢cdo dos aminoacidos essenciais e producédo de proteina
muscular, reduzindo a atrofia muscular e a perda deste componente pelos rins
deficientes (IKIZLER, 2004).

Em um estudo realizado por Headley et al. (2002) durante 12 semanas,
constatou-se que o treinamento fisico levou a um aumento significativo na forca de
musculos dos membros inferiores em pacientes que realizavam hemodialise. Além
disso, histologicamente o treinamento de resisténcia levou a hipertrofia do muasculo
esquelético demonstrada por reducdo do numero de fibras atréficas e aumento
significativo nos tipos de fibras | e [ (KOUID et all, 1998)

Em uma revisdo de literatura realizada por Kosmadakis et al. (2010),
sobre o efeito do exercicio fisico na DRC severa, constatou que o exercicio aerébico
levou a uma melhora da funcéo cardiaca (fracdo de ejecéo, volume sistolico e débito
cardiaco), reducdo da pressao arterial diastolica e sistélica, diminuicdo dos niveis de
colesterol e triglicerideos com incremento da lipoproteina de alta densidade (HDL)
associado a diminuicdo da rigidez arterial, melhoria dos sintomas de depresséo e
gualidade de vida. Em conformidade com esses achados clinicos na publicacédo para
identificacdo precoce e tratamento da DRC do Royal College of Physicians (2008),
encontra-se a recomendacdo para incentivar as pessoas com DRC a praticarem
exercicios regularmente.

Um estudo demonstrou aumento significativo na eficiéncia da hemodialise
com o exercicio aerébico. Apés uma sessdo HD, uréia, creatinina, potassio e toxinas
urémicas sao lentamente transferidas dos tecidos mal perfundidos (especialmente

musculos inativos) para a circulacdo. Uma Unica sesséo de exercicio aerébico reduz
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o rebote da uréia, creatinina e potassio, possivelmente devido h& perfuséo
aumentada do musculo esquelético (PARSONS et al, 2006).

Apesar da crescente evidéncia dos efeitos benéficos do exercicio na
DRC, ndo ha protocolos especificos para a pratica do exercicio fisico nesta
populacdo. Geralmente as pessoas com DRC devem ser instruidas a iniciar uma
rotina de atividade fisica segundo o nivel de aptidéo fisica e condicao clinica. Para
pacientes que ndo possuam contra-indicacdo para a pratica de exercicio, o
treinamento aerdbico deve ser praticado por 30 minutos com intensidade moderada
durante 5 dias por semana. Pacientes com DRC mais severa devem iniciar o
exercicio com uma intensidade mais baixa e acumular mdltiplas sessfes de
exercicio durante o dia (10 minutos). O treinamento resistido deve ser gradual e ser
praticado pelo menos 2 vezes por semana associado ao exercicio de flexibilidade
diariamente (JOHANSEN, 2008).

Os efeitos dos exercicios na DRC ainda ndo s&do conclusivos e ha
controversia na literatura. Uma recente revisdo da base de dados da Cochrane
publicada por Heiwe e Jacobson (2011) investigou os efeitos clinicos e funcionais do
exercicio fisico na DRC. Dentre suas principais conclusdes estdo que: modalidade
de exercicio aerobio de baixa ou alta intensidade provocam melhoras na capacidade
de exercicios; exercicios resistidos prescritos isoladamente ndo melhoram a
capacidade aerobia de exercicio; exercicios supervisionados promovem melhores
beneficios que sem superviséo direta; a forca muscular melhora com a prescricao
de exercicios aerdbios e resistidos, porém 0s exercicios resistidos provocam
maiores efeitos; melhora do equilibrio hemodinamico (diminuicdo da pressao arterial
e da frequéncia cardiaca de repouso) com o treinamento com exercicio aerobios.
Porém alguns efeitos sdo incertos e ndo totalmente esclarecidos como: efeitos sobre
a albumina sérica é incerto; efeitos sobre a gordura corporal ndo € significativo;
efeito sobre lipoproteinas € incerto; ndo foi encontrado efeito positivo ou negativo
sobre a funcédo do ventriculo esquerdo.

Porém a dose 6tima de exercicio, a individualizacdo da prescricdo nos
diferntes estagios da DRC, os tipos de exercicios a serem prescritos ndo estao
claramente descritos na literatura de forma a direcionar a prescricdo de exercicios
para esta populacdo (SMART et al, 2013).

O efeito de exercicio fisico no DMO-DRC néo é citado em nenhumas das

revisdes que tratam dos efeitos dos exercicios na DRC. Existem relatos na literatura
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mostrando a eficacia do exercicio fisico aer6bio na melhora da densidade mineral
0ssea, na melhora de parametros morfométricos de taxa de mineralizagdo 6ssea em
um modelo animal de Osteoporose apds 16 semanas de exercicio em esteira rolante
(CHEN et al, 1994).

Kelley et al. (2000) publicaram uma meta-andlise sobre o efeito do
exercicio fisico na densidade mineral 6ssea. Os autores destacam que ha falta de
ensaios clinicos randomizados e que o0s resultados muitas vezes ndo sé&o
estatisticamente significativos. Encontrou que para o efeito geral do exercicio na
densidade mineral 6ssea considerando todas as regides avaliadas houve aumento
de 2% nos grupos tratados comparados com controles. Analisando pela idade foi
encontrado aumento significativo de 6,7% na densidade em homens acima de 31
anos, sem efeito para populacdo abaixo de 30 anos. Analisando pelo local estudado
foi encontrado melhora significativa de 10% na densidade para a area da regiao
lombar e 5,5% para a regido femoral.

Outra meta-analise publicada por Kelley et al. (2013) mostrou efeito
positivo na melhora da densidade mineral 6ssea do colo do fémur de homens. As
modalidades referidas na meta-analise incluiam combinacéo de exercicios aerdbios
e resistidos em sessfes de 3 a 5 vezes por semana co duracdo minima de 8 meses.
Porém nao foram encontrados estudos que referiam o efeito do exercicio no DMO-
DRC.



36

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Geral

Analisar os efeitos da aplicacdo de exercicio fisico aerébio e resistido nas
caracteristicas bioquimicas e morfométricas do tecido 6sseo em modelo animal de

doenca renal cronica em coelhos Nova Zelandia branco.

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver um modelo animal de DRC em coelhos Nova Zelandia branco.

Descrever o efeito da aplicacdo de um protocolo de exercicio fisico aerébio e
resistido, neste modelo, analisando:

e caracteristicas morfométricas do tecido dsseo trabecular;

e densidade 6ssea,;

e parametros bioquimicos relativos ao metabolismo 6sseo;

e a comparacao dos efeitos do exercicio resistido com os efeitos do

exercicio aerdbio no modelo estudado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Este estudo foi do tipo experimental com o uso de modelo animal de doenca.
A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS,
sob parecer n° 280 (ANEXO A).

4.2 Amostra

Foram adquiridos 30 coelhos machos, da variedade Nova Zelandia Branco,
do criadouro da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Dois coelhos foram a
Obito na primeira semana de adaptacdo ao novo ambiente. Para a pesquisa foram
utilizados 28 coelhos, com peso entre 2,5 e 3 kg, que ficaram acomodados em
gaiolas individuais, ambiente coberto com exaustdo e ventilacdo natural, expostos
ao ciclo de luz natural e com livre acesso a agua e racao comercial.

Foram submetidos & cirurgia de isquemia e reperfusdo renal unilateral um
total de 28 coelhos. Nenhum foi a 6bito antes da 62 semana de pds-operatorio.

Um (01) coelho foi excluido da pesquisa logo apds a cirurgia por nao
apresentar o rim esquerdo, apenas o rim direito, o que inviabilizou a inclusdo deste
animal no protocolo de pesquisa. Desta forma para o0 seguimento da pesquisa e a
divisdo dos grupos experimentais (descritos a seguir) havia 27 animais ao total.

Ao todo, 11 animais foram a 6bito no seguimento da pesquisa, 10 animais que
compuseram 0S grupos experimentais, mais 01 animal que ja havia sido excluido.
Todos os animais que foram a O6bito foram excluidos das andlises finais por

inviabilidade de coleta de amostras para analise.

4.3 Delineamento Experimental

Os animais foram submetidos aos seguintes procedimentos durante o

seguimento da pesquisa:
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e Primeira coleta de sangue pré-operatéria a cirurgia de isquemia e
reperfusao renal para inducdo de DRC,;

e Cirurgia para acesso ao rim esquerdo submetido a isquemia e reperfuséo
para inducéo de DRC;

e Segunda coleta de sangue apos 6 semanas de pds-operatério, nas quais
os coelhos permaneceram sob observacao e cuidados diarios;

e Primeira radiografia dos membros posteriores no dia seguinte a segunda
coleta de sangue;

e Distribuicdo dos animais em 3 grupos experimentais para o protocolo de
exercicios aerdbio e resistido: grupo controle sedentario (GC), grupo
exercicio aerébio (GA) e grupo exercicio resistido (GR);

e Segunda radiografia de membros posteriores apdés 4 semanas de
intervencg&o com o protocolo de exercicios.

e Terceira coleta de sangue apés 5 semanas de intervencdo com o
protocolo de exercicio aerdbio e resistido (pré-eutanasia).

e Eutanasia e coleta de material para histopatologia.

A figura 01, abaixo, apresenta as fases do delineamento experimental,

relacionando os procedimentos as variaveis coletadas em cada etapa.

| Inicio | B semanas | 11, semanas
| | ! Tempo
12 coleta 27 coleta de Intervencéo 37 coleta de
de sangue sangue com sangue
exercicios
12 radiografia 2% radiografia
Intervencéo de membros de membros Eutanasia
cirargica posteriores posteriores
Procedimentos
Variaveis - - -
Isquemiae Densidade Densidade Coleta de
reperfuséo Gssea pré- Gssea pos- pecas para
para intervencéo intervencéo histopatolo
Inducio de
DRC Uréia, o Uréia,
o Distribuicdo dos U
Uréi creatinina, animais: GC creatinina,
relae calcitriol e PTH e calcitriol e PTH
creatinina GAeGR

Figura 01: Série temporal dos procedimentos e variaveis coletadas no delineamento
experimental. GC = grupo controle sedentario; GA = grupo exercicio aerobio; GR = grupo
exercicio resistido.
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4.3.1 Distribuicdo dos Grupos

Apo6s 6 semanas de observacao pés-operatoria (Figura 01), havia 27 animais

gue foram distribuidos de maneira randémica em 3 grupos como descrito a seguir:

e Grupo Controle (GC): formado por 9 animais que receberam cuidados
didrios de higiene, alimentagdo e &gua. Este grupo permaneceu
sedentario, sem praticar nenhuma atividade fisica.

e Grupo Exercicio Aerébico (GA): formado por 9 coelhos que receberam
cuidados diarios de higiene, alimentagdo e agua. Este grupo realizou
exercicio aerébico em esteira elétrica.

e Grupo Exercicio Resistido (GR): formado por grupo de 9 coelhos que
receberam cuidados diarios de higiene, alimentacdo e agua. Este grupo

realizou treinamento em rampa de madeira.

Ao final da intervencdo com exercicios havia 17 animais que compuseram as

analises finais, sendo 6 para o grupo controle, 5 para o grupo aerobio e 6 para o

grupo resistido.

4.4 Procedimentos da Pesquisa

4.4.1 Primeira coleta de sangue: momento pré-cirurgia

A primeira coleta de sangue (Figura 01) foi realizada pela manh&a, no mesmo
dia e imediatamente antes do procedimento cirdrgico (momento pré-operatorio),
apos a utilizacdo da seguinte medicacdo pré-anestésica: acepromazina (0,05g/Kg)
associado a butorfanol (1mg/Kg) por via intramuscular 15 minutos antes da
anestesia. Foram analisados os parametros iniciais de uréia e creatinina dos
coelhos antes da inducdo da DRC para usar como valor de referéncia. Na literatura
€ encontrado valor de 36,4 + 10,6 mg/dL para a uréia e de 0,5 a 1,5 mg/dL para a
creatinina (EMANUELLI et al, 2008).

A coleta de sangue foi obtida por puncéo cardiaca, realizada pelo veterinario
responsavel técnico da pesquisa. Para coleta utilizou-se 0s seguintes materiais:

seringa descartavel, agulha 25/7 (descartada em local apropriado), tubo para coleta
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de sangue com anticoagulante (heparina), algoddo e alcool 70%, luvas de

procedimento.

4.4.2 Cirurgia: Isguemia e Reperfusdo Renal Unilateral

A inducdo da lesdo renal foi realizada utilizando a técnica de isquemia e
reperfusado renal unilateral do rim esquerdo (Figura 01). O procedimento foi realizado
no mesmo dia da primeira coleta de sangue.

A medicacao utilizada para a anestesia foi: anestésico dissociativo (Cloridrato
de tiletamina e Cloridrato de Zolazepam) na dose de 5mg/Kg por via intramuscular.

Para acesso ao rim esquerdo foi realizada laparotomia no flanco esquerdo
realizada por incisao longitudinal de 5 cm. Apés localizacéo do hilo renal realizou-se
clampeamento do pediculo vascular do rim esquerdo. Este permaneceu em
isquemia por vinte minutos cronometrados. A figura 02, abaixo, mostra a alteracéo
de coloracéo do rim esquerdo apds 20 minutos de isquemia.

Figura 02: Coloragdo do rim esquerdo apos 20
minutos de isquemia com clampeamento do
pediculo renal.

ApoOs esse periodo procedeu-se a remocao dos clampes e a reperfusao do
rim, com posterior sintese por planos (fio de mononylon 4-0).

A cirurgia para induzir o modelo animal de doenca renal foi realizada no
centro cirdrgico de pequenos animais do Hospital Veterinario do Centro Universitario
da Grande Dourados — UNIGRAN. O procedimento foi realizado pelo veterinario
responsavel técnico da presente pesquisa e a equipe de veterinarios do local da

pesquisa.
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Ao término da cirurgia os coelhos foram acomodados em suas respectivas
gaiolas e receberam administracdo de analgésico butorfanol (1mg/Kg) durante 3 dias
e cuidados com a ferida cirdrgica. Apés o procedimento cirdrgico 0os animais
permaneceram em observacdo por 6 semanas, recebendo cuidados diarios de

higiene e livre acesso a ragdo comercial e agua.

4.4.3 Sequnda Coleta de Sangue: momento pré-exercicio

Apos 6 semanas de observacéo, os coelhos foram submetidos a nova coleta
de sangue (Figura 01), realizada no periodo da manh&, nos moldes da primeira
coleta. Foram analisados dados de uréia, creatinina, paratormonio e calcitriol apos a
inducéo da DRC.

As variaveis de paratorménio e calcitriol foram comparadas com valor de
referéncia na literatura. Para a comparacao foi usada a média do intervalo de
normalidade referenciado pela literatura, sendo para o paratorménio 52,0 pg/ml e
para o calcitriol de 48,0 pg/ml (WARREN et al, 1989).

4.4 .4 Primeira radiografia de membros posteriores: momento pré-exercicio

No dia seguinte ao procedimento da segunda coleta de sangue, foi realizada
a radiografia de membros posteriores dos coelhos (Figura 01). Os animais foram
posicionados na mesa de exames em posicdo ventral para pelve e membros, a 1

metro de distancia da fonte de radiacéo (Figura 03).

Figura 03: Imagem mostrando radiografia de membros
posteriores dos coelhos (momento pré-intervencao)
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A técnica utilizada para todos os animais foi 65 Kv com 0,05 segundos de
exposi¢cdo. Os filmes foram revelados em reveladora automatizada. O aparelho
utilizado é da marca MEDITRONIX BR-100 e a reveladora automatica da marca
MACROTEC MX — 2. Todos os exames foram realizados pelo técnico responséavel
pelo Laboratério de Radiologia do Hospital Veterinario do Centro Universitario da
Grande Dourados - UNIGRAN.

4.4 .5 Protocolo de exercicio fisico

Os grupos GA e GR foram submetidos a 4 semanas de treinamento com
exercicios fisicos aerdbio e resistido, respectivamente. Os exercicios foram
realizados todos os dias, no periodo da tarde, apds as 16 horas. Os coelhos foram
previamente adaptados (uma semana de adaptacdo antes do inicio do protocolo)
aos exercicios e equipamentos antes do inicio do treinamento.

O treinamento com exercicio aerobio dos animais foi realizado utilizando
esteira elétrica, marca Movement Technelogy, sem inclinacdo, com velocidade de 1
km/h, baseada no experimento de Mueller et al. (1998) que consideram esta
velocidade como compativel com intensidade moderada de atividade aerobia.

Para direcionar os animais durante o exercicio foi confeccionado uma caixa
de madeira com quatro reparticdes. Esta foi fixada em cima da lona da esteira e
cada coelho ocupava uma reparticdo. Desta forma os coelhos foram direcionados a
seguir uma unica direcao durante o exercicio (Figura 04A).

Os coelhos realizaram o treinamento por 15 minutos, com frequéncia de 5
vezes por semana durante 4 semanas. O exercicio era interrompido quando 0s
animais completavam o tempo proposto ou apresentavam sinais de exaustao
(dificuldades para manter o ritmo da passa e incapacidade de controlar as patas
traseiras).

Para a realizacdo do treinamento resistido, foi utilizada uma rampa
confeccionada em madeira medindo 2,20 x 1,10 metros e inclinacdo de 45° (Figura
04B). Para que os animais realizassem a subida da rampa utilizou-se o estimulo tatil
na regido glatea. O modelo da rampa foi baseado no estudo de Hornberger e Farrar
(2004) que descreveram protocolo de subida de escada para ratos como modelo de
exercicio resistido. Foram realizadas 15 repeti¢cdes, com intervalo de 1 minuto entre

as repeticdes, com frequéncia de 5 vezes por semana, durante 4 semanas.
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Figura 04: Em A - animais dentro da caixa de contengéo colocada sobre a lona da esteira
elétrica durante a pratica de exercicio aerdbio. Em B - rampa de madeira utilizada para a
pratica de exercicio resistido com os animais.

Para a adaptacdo ao treinamento aerébio os animais foram colocados na
esteira rolante e a velocidade foi gradualmente aumentada para adaptacdo da
marcha sem interrupcao do ritmo. A adaptacao era interrompida antes dos animais
completarem 3 minutos. O tempo foi aumentado gradualmente durante a semana de
adaptacao até que os animais completassem o tempo de 3 minutos sem interromper
o ritmo da passada.

Para adaptacdo do treinamento resistido os coelhos foram colocados na
rampa e estimulados a subir. Durante a semana, o treinamento para a subida da
rampa iniciou de forma incompleta (os animais ndo completavam a distancia total ou
retornavam em sentido contrario) e continuou diariamente até que 0s animais

conseguissem subir todo o comprimento da rampa sem retornar em sentido oposto.

4.4 .6 Sequnda radiografia de membros posteriores: momento poés-exercicio

A segunda radiografia de membros posteriores foi feita nos moldes da
primeira, como descrito anteriormente. Esta foi realizada no dia anterior (Figura 01) a
eutanasia dos animais, apos o final do periodo de aplicacdo do protocolo de

exercicio.

4.4.7 Terceira coleta de sangue: momento pds-exercicio

A terceira coleta de sangue (Figura 01 foi realizada no dia da eutanasia
(descrito no item 4.4.8 a seqgui), apos o final do periodo de aplicacdo do protocolo de

exercicio aerobio e resistido. Os procedimentos e instrumentos de coleta seguiram
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0os moldes das coletas anteriores. Foram analisados dados de uréia, creatinina,

paratormonio e calcitriol.

4.4.8 Eutanasia

A eutanasia dos animais (Figura 01 foi realizada mediante dose letal de
barbitarico intravenoso (100mg/kg). Apds a retirada das pecas anatbmicas para
estudo, as demais estruturas foram descartadas em lixo biolégico especifico.

4.5 Coletas de Amostras

Apoés eutanasia dos animais, foram retiradas amostras de pecas anatdmicas
para histopatologia. Neste estudo foram analisadas as pecas do rim direito, rim
esquerdo e tibia direita.

4.6 Processamento do material histopatolégico

As pecas dos rins foram mergulhadas em formol a 10% e entdo processadas
para blocagem em parafina. Em seguida as pecas foram cortadas em micrétomo na
espessura de 5 um e coradas com Hematoxilina e Eosina (similar ao Quadro 01,
passo 2 a seguir).

As pecas de tecido 6sseo foram armazenadas em formol a 10% por 3 meses
e depois enviadas ao Laboratério de Patologia Experimental da Universidade
Estadual de Londrina.

Para preparacdo das laminas de tecido 6sseo para analise de morfometria
0ssea, o tecido da tibia direita foi submetido a descalcificacdo em solucdo de acido
nitrico 5% por 30 dias e depois processadas para blocagem em parafina. Os
detalhes do processamento estdo descritos no Quadro 01, abaixo. A seguir foram
realizados cortes semiseriados das regides proximal e medial do osso, cortadas em
micrétomo na espessura de 6 micrémetro e coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE).
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Quadro 01: Procedimentos para confec¢éo das laminas de tecido 6sseo

Passos do processamento das pecas 6sseas:

1.

Descalcificagéo:

a.

Limpeza dos 0ssos em agua corrente com a ajuda de uma pinga, para que se
retire todo e qualquer resto de tecido muscular e tendineo.

Corte da peca em tamanhos menores e colocacdo em solucdo de Acido
Nitrico a 5% cobrindo-as por completo. Troca da solugcdo a cada 2 dias.
Manter em solug&o por no minimo 30 dias.

Testar a maleabilidade com agulha de insulina (0,45x13 — hipodérmica)
penetrando nos 0ssos, 0s mesmos devem estar moles, assim a agulha deve
entrar de forma que néo apresente nenhuma dificuldade, ndo forcar contra a

peca para nao causar distorcdo ou mesmo lesédo ou rachadura no 0sso.

Preparo das laminas para HE:

a.

Desidratacao: 1 banho em alcool 70%, 3 banhos em alcool 95%, 4 banhos de
alcool 100% por 30 minutos cada.

Diafanizacao: Xilol em 4 banhos de 30 minutos cada, sendo os 3 primeiros
banhos em temperatura ambiente e o ultimo em estufa a 60°C.

Inclusdo em parafina com 4 banhos de 30 minutos cada, sendo que o ultimo

banho deve ser em parafina limpa e nova.

. Taquiamento e corte em micrétomo com espessura de 6 um em sistema

semiseriado por seis laminas contendo 5 cortes em cada lamina.

Secagem em estufa por 24 horas.

Reidratacédo do tecido para coloracdo com 2 banhos de Xilol de 10 minutos
cada, 1 banho de alcool 100%, 1 banho de alcool 95% e 1 banho de alcool
70% por 5 minutos cada.

Colocar as laminas em Hematoxilina por 30 segundos. Colocar as laminas
em agua corrente por 5 minutos. Lavar em agua destilada (lavar e limpar a
lamina) por 5 minutos.

Colocar as laminas em Eosina por 40 segundos. Passar em agua destilada
rapidamente. Passar em alcool 70% rapidamente.

Colocar as laminas em alcool 95% por 5 minutos, apos em alcool 100% por
10 minutos.

Colocar as laminas em Xilol + Alcool (na proporcdo de 1 para 1) por 5
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minutos

k. Colocar as laminas para diafanizagdo em xilol puro por 10 minutos.

|. Colocar as laminas em xilol puro por 10 minutos e proceder a colagem de
laminula com Balsamo do Canada.

m. Aguardar 24 horas para secagem.

4.7 Analises histoldgicas

As laminas histologicas do tecido renal foram avaliadas por patologista
através de microscopio eletrdnico Nikon Eclipse E 200 . As analises das laminas
foram utilizadas para constatar a presenca ou auséncia de lesdes renais
caracteristicas da DRC.

A analise das laminas Osseas foi realizada por morfometria do tecido 6sseo
da regiéo trabecular mediante contagem dos espacos intertrabeculares por area de
0,25 mm? nas imagens de fotomicroscopia, utilizando software Image J 1.46r,
Waune Rasband, National Institutes of Health, USA.

Para a analise da morfometria foi realizada a captura de 30 imagens de
fotomicroscopia para a regiao proximal do osso e 30 imagens para a regidao medial
do osso de cada peca. Os espacos intertrabeculares de cada imagem foram
contados e computados em planilha Excel. Para aceitar os dados para analise
estatistica foi calculado o coeficiente de variagdo do numero de espacos
intertrabeculares em cada conjunto de imagens de cada peca para a regido medial e
para a regido proximal separadamente. Foi aceito o conjunto que obtivesse
coeficiente de variacao inferior a 30%. Apos este procedimento foi calculado a média
dos espacos intertrabeculares em cada regido e para cada peca. Este dado foi
usado para comparacao estatistica entre os grupos.

O procedimento de coleta de dados do nimero de espacos intertrabeculares
foi realizado em laminas cortadas para analise da morfometria da area trabecular em
vista no plano transversal e em vista no plano longitudinal da cada peca 6ssea.

Para a captura das imagens foi utilizado microscopio Olympus BX43 System
Microscope, acoplado a camera digital. O software utilizado para captura das
imagens foi Cam Driver 2.0.13.1; QCapture Suite 2.9.13. Todas as imagens da area

trabecular foram capturadas com aumento de 200x.
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4.8 Anélise da radiografia de membros posteriores

As radiografias dos membros posteriores foram digitalizadas no escaner
SCANION A3 e acoplado ao software SCANExpress USB A3, com kit transparéncia
de 2 luzes e resolugéo de 100 dpi (Figura 05).

A densidade mineral 6ssea foi analisada por meio de escala de tons de cinza
por ponto pixel, utilizando software Digora para Windows, verséo 2.5. Este software
possui uma ferramenta de “analise de densidade” por meio de escala de tons de
cinza expressas em pixel, nas imagens digitalizadas, nas quais o preto é pontuado
em O (zero) e o é branco pontuado em 255.

As imagens digitalizadas ndo sofreram nenhum tipo de alteracdo ou
“tratamento digital” para alterar sua qualidade.

Para a analise da densidade, foi delimitada uma area na regido proximal da
tibia direita de aproximadamente 1,4 mm? marcada na imagem digitalizada
utilizando os campos de demarcacao de area do proprio software (Figura 06), com
metodologia similar ao descrito por Souza et al. (2004).
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Figura 05: Imagem capturada do software durante a
digitalizacédo da radiografia de membros posteriores

A area demarcada foi anotada conforme as coordenadas da tabela de dados
do software e repetida trés vezes para cada imagem. A cada demarcacéo da area

em uma mesma imagem, as variaveis de média de densidade, valor maximo de
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densidade e valor minimo de densidade para cada area foi anotado para estudo

(dados da area demarcada em vermelho na imagem).
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Figura 06: Imagem capturada do software de andlise de dados de
densidade Ossea.

Apés estes procedimentos, foi feita a média das 3 observacdes para cada

variavel coletados por imagem e este dado foi utilizado para analise estatistica.

4.9 Andlise Estatistica

Os resultados das varidveis qualitativas de descricdo de achados
histopatoldgicos foram expressos em porcentagem. Para resumo das variaveis
guantitativas, os resultados foram expressos em médias e desvios-padrao.

A avaliacéo do efeito do tempo (pré e pés-intervencéao cirdargica e intervencao
com exercicios), do efeito da intervencdo com exercicios (grupos controle, exercicio
aerobio e exercicio resistido) e da interacdo entre estes fatores, em relacdo as
variaveis bioquimicas da uréia, creatinina, calcitriol e Pth, bem como as variaveis de
densidade 6ssea, foi realizada por meio do teste ANOVA de duas vias de medidas
repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey.

A comparacdo entre 0S grupos experimentais, em relacdo as variaveis
guantitativas que possuiam apenas um momento de coleta (morfometria do 0sso

trabecular), foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguido do pos-teste
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de Tukey. A comparacdo entre os locais de mensuracdo da morfometria 6ssea
(medial e proximal da tibia) foram realizadas pelo Teste t pareado.

Para comparacgédo das variaveis bioquimicas do Pth e calcitriol com o valor de
referéncia na literatura, foi utilizado o teste t de Student para uma amostra.

Foi realizada correlacdo entre as varidveis bioquimicas do calcitriol e Pth com
a variavel bioquimica da creatinina e com as variaveis de densidade 6ssea por meio
do teste de correlacao linear de Pearson.

Os resultados das variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados na
forma de estatistica descritiva sob a forma de tabelas. A nomenclatura, utilizada para
nominar 0 momento de coleta de dados nas tabelas, esta anotada como: 12 coleta,
gue representa 0 momento anterior a cirurgia de isquemia e reperfuséo renal; 22
coleta, que representa 0 momento ap0s 6 semanas de cirurgia imediatamente antes
do inicio da intervencdo com o protocolo de exercicio; 32 coleta, que representa o
momento apos a aplicacdo do protocolo de exercicio, imediatamente anterior a
eutanasia.

A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se o0 programa estatistico

SigmasStat, versao 3.5, considerando um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Neste estudo foi desenvolvido modelo animal de DRC em coelhos nova
zelandia branco e foram analisadas as variaveis bioquimicas (uréia, creatinina,
paratorménio e calcitriol), de densidade 6ssea (valor minimo, maximo e média de
densidade é6ssea) e de morfometria 6ssea (nUmero de espacos intertrabeculares)
neste modelo submetido a protocolo de exercicio fisico (aerdbio ou resistido).

O modelo animal de DRC em coelhos nova zelandia branco apresentou boa
sobrevida e possibilitou coletas de sangue consecutivas sem comprometer a volemia
do animal.

A técnica de acesso a loja renal pelo flanco esquerdo por via retroperitoneal
foi efetiva. Nenhum animal foi a Obito no pds-operatorio imediato e hem mesmo
apresentou qualquer complicagéo poés-cirdrgica. Todos 0s animais se recuperaram
bem apds o procedimento, apresentando mobilidade, ingestdo de agua e racgao
dentro da normalidade apds a recuperacdo anestésica.

As analises bioquimicas de uréia e creatinina foram coletadas no momento
anterior a cirurgia (12 coleta no momento pré-operatorio), 6 semanas apos a
isquemia renal (22 coleta no momento pré-intervencdo com exercicios) e ao final do
protocolo de 5 semanas de exercicios (32 coleta no momento pds-intervencao).

Os valores referentes aos niveis de uréia e creatinina estdo apresentados nas
tabelas 01 e 02.

Tabela 01 — Tabela mostrando a média e o desvio padrdo para os niveis séricos de

uréia nos grupos GC, GA e GR

12 coleta 22 coleta 32 coleta
(pré-cirurgia) (pré-exercicio) (pbs-exercicio)
GC 29,00+6,78 40,40+3,54 35,17+6,08
GA 32,22+4,35 38,14+3,64 30,78+6.34
GR 30,44+3,13 40,25%3,95 31,62+5,05

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.

Uréia (valores em mg/dL): 36,4+10,6mg/dL na literatura

ANOVA de duas vias: p<0,001 para o efeito do momento; p=0,795 para o efeito do grupo; p=0,349 para interacdo entre grupo e
momento. Pés teste de Tukey para o efeito do momento: comparagdo entre momentos 12 X 22 p<0,001; momento 22 X 32
p<0,001; momento 12 X 32 p=0,426.
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Na comparagdo da variavel uréia, houve diferenca estatisticamente
significativa para o efeito do momento de coleta da uréia, sem efeito para a analise
entre os grupos. N&do houve interacdo entre grupos e momento de coleta. Os niveis
de uréia no momento pré-cirurgia sdo valores para animais saudaveis e representam
valores de normalidade para a amostra em todos os grupos. No momento pré-
exercicio, houve um aumento estatisticamente significativo dos niveis de uréia em
relacdo ao momento pré-cirurgia, demonstrando uma alteracdo na filtracdo renal
desse metabdlico apds o procedimento de inducao de DRC.

No momento poés-exercicio, os valores de uréia apresentaram um declinio
estatisticamente significativo para valores dentro da normalidade, como no momento
pré-cirurgia. Nao houve diferenca estatistica para os niveis de uréia entre os grupos
GC, GA e GR em nenhum momento de coleta. O valor da uréia no GC apresentou
tendéncia de permanecer mais elevado que nos demais grupos

Na comparagdo da variavel creatinina, houve diferenca estatisticamente
significativa para o efeito do momento de coleta da creatinina, sem efeito para a
analise entre os grupos. N&o houve interacdo entre grupos e momento de coleta. Os
niveis de creatinina no momento pré-cirurgia representam valores dentro dos

parametros de normalidade para todos os animais.

Tabela 02 - Tabela mostrando a média e o desvio padrdo para 0s niveis séricos de

creatinina nos grupos GC, GA e GR

12 coleta 22 coleta 32 coleta
(pré-cirurgia) (pré-exercicio) (pbs-exercicio)
GC 0,97 +0,12 1,23+0,26 1,97 £ 1,06
GA 1,02 £ 0,20 1,14 +£ 0,09 1,32+£0,13
GR 1,03+0,16 1,08 £ 0,05 1,85+1,23

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.

Creatinina (valores em mg/dL): 0,5 a 1,5 mg/dL na literatura

ANOVA de duas vias: p<0,001 para o efeito do momento; p=0,487 para o efeito do grupo; p=0,570 para interacdo entre grupo e
momento. P6s teste de Tukey para o efeito do momento: comparagdo entre momentos 12 X 2%; p=0,746; momento 22 X 32
p=0,025; momento 12 X 32 p<0,001.

No momento pré-exercicio, 0s niveis de creatinina apresentaram ligeiro
aumento, porém este ndo foi estatisticamente significativo. No momento pos-

exercicio, os niveis de creatinina estavam mais elevados, sendo estatisticamente
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significativo em relacdo ao momento pré-cirurgia e pré-exercicio. Esse resultado
reflete o declinio da filtracdo glomerular com o passar do tempo, sendo referente ao
comprometimento da fungao renal induzido pela isquemia.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis de creatinina
entre os grupos, porém o GC e GR apresentaram média dos niveis de creatinina (e
50% dos animais destes grupos) acima do esperado para a normalidade enquanto
que o GA apresentou média dos niveis de creatinina (e 100% dos animais deste
grupo) dentro do esperado para a normalidade.

As analises histopatolégicas demonstraram lesées no tecido renal em ambos
0os rins. As alteragcbes estdo relacionadas na tabela 03. Os resultados estédo
apresentados em porcentagem de ocorréncia nos animais, considerando a divisao

dos grupos de intervencéo.

Tabela 03 — Tabela mostrando a distribuicdo percentual das alteragdes

histopatoldgicas renais encontradas nos animais por grupo de intervencao

Rim Direito Rim Esquerdo

Alteracdes Histopatoldgicas

GC GA GR GC GA GR
%(n) %(n) %(n) %(n) %(n) %(n)

Congestao Medular e Cortical 83,4 (5) 60,0(3) 66,7(4) 33,4(2) 40,0(2) 33,4(2)
Infiltrado Linfoplasmocitario 16,7 (1) 20,0(1) 16,7 (1) 0 20,0(1) 16,7(2)
Degeneracao Hidrépica cel. Tubular. 0 0 16,7 (1) 33,3(2) 20,0(1) 50,0(3)
Aumento do Espaco de Bowmann 0 0 0 16,7(1) 20,0(2) 0
Retracédo Glomerular 0 0 0 33,4(2) 0 0
Replecéo dos Capilares Glomerular. 0 20, 0(1) 0 0 0 0
Glomerulonefrite 0 40,0 (2) 0 0 20,0(1) 16,7(2)
Atrofia Glomerular 0 0 0 0 40,0(2) 66,7(4)
Fibrose 0 0 0 0 20,0(1) 16,7(2)

Grupo Controle (GC) n total=6, Grupo aerébico (GA) n total=5, Grupo resistido (GR) n total=6.
n — Ndmero de animais

As alteracfes histopatoldgicas encontradas no rim esquerdo sdo compativeis
com modificacdes decorrentes de processo de isquemia e reperfusdo renal. As
lesBes encontradas no rim direito sdo compativeis com as modificacdes decorrentes

do processo de reperfusdo renal, no qual os metabdlitos produzidos pelo rim
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isquémico sao distribuidos pela circulagdo sistémica no momento da reperfuséo,
levando a lesbes no rim direito que ndo sofreu nenhuma intervencéo durante a
cirurgia. De acordo com as analises das laminas histopatolégicas foi possivel
observar congestdo medular e cortical em rim esquerdo e direito (Figura 07), atrofia
glomerular e degeneracao hidrépica no rim esquerdo (Figura 08) e glomerulonefrite

no rim direito (Figura 09).

Figura 07: Fotografia de lamina histopatoloégica do rim esquerdo (A) e rim direito (B)
mostrando congestdo medular e cortical (aumento 10x HE).

/)

Figura 08: Fotografia de lamina histologica do rim esquerdo mostrando atrofia glomerular
(C) e degeneracao hidropica (D) de células tubulares (aumento 10x em C e 40x em D/HE).

Figura 09: Fotografia de lamina histoldgica do rim
ireito mostrando Glomerulonefrite (aumento 10x HE).
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Foram coletados amostras de sangue para andlise de Pth e calcitriol,
radiografias de membros inferiores e peca 0ssea da tibia direita. As amostras iniciais
de sangue e radiografias foram coletadas 6 semanas apés a inducdo de DRC por
cirurgia de isquemia e reperfusdo renal (pré-exercicio). As amostras finais de
sangue, radiografias e a peca de tibia direita foram coletada depois de 4 semanas
de intervencéao (pos-exercicio).

As variaveis de Pth e calcitriol séricos estdo descritas na tabela 04. Na analise
das variaveis Pth e calcitriol houve diferenca estatisticamente significativa para o
efeito do momento de coleta das variaveis, sem efeito para a analise entre os

grupos. Nao houve interacao entre grupos e momento de coleta.

Tabela 04 - Tabela mostrando a média e 0 desvio padréo para os valores séricos de
Calcitriol e Pth nos diferentes grupos

Pth Calcitriol

22 coleta 32 coleta 22 coleta 32 coleta

(pré-exercicio) (poOs-exercicio) (pré-exercicio) (poOs-exercicio)

GC 19,25+12,34 80,33+29,34 11,3345,03 27,86%8,99
GA 12,50+13,44 60,67+8,62 9,00+2,00 40,25+13,00
GR 16,20+£12,77 75,40+19,21 7,50+2,12 36,20+8,93

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.

Pth — paratorménio intacto (valores em pg/mL); Calcitriol — vitamina D3 (valores em pg/mL).

Pth: ANOVA de duas vias p<0,001 para o efeito do momento; p= 0,569 e para o efeito do grupo; p=0,864 para interacdo entre
grupo e momento. P6s teste de Tukey p<0,001 entre momento pré e poés. Calcitriol: ANOVA de duas vias p<0,001 para o
efeito do momento; p= 0,546 para o efeito do grupo; p=0,239 para interagdo entre grupo e momento. Pés teste de Tukey

p<0,001 entre momento pré e pos.

Para os valores de calcitriol houve aumento significativo nos niveis séricos na
comparacao entre os momentos pré e poés-exercicio. Porém ndo houve diferenca
significativa quando se compara entre os grupos GC, GA e GR. Na analise dos
valores de Pth podemos observar o mesmo comportamento, ou seja, aumento
significativo na comparacdo dos momentos pré e pés-exercicio, sem diferenca na
comparacgao entre os grupos GC, GA e GR.

As mudancas nos valores séricos dos hormdnios calcitriol e Pth sédo

compativeis com as modificacbes induzidas pela adaptacdo dos animais apos a
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inducdo de DRC, ndo sendo modificadas pela intervencéo efetuada nos grupos GA e
GR.

Foi realizada a comparacdo estatistica dos valores de calcitriol e Pth nos
momentos pré e pds-exercicio de cada grupo, com a média do intervalo de
normalidade para estes hormonios descritos na literatura. Estes resultados estao
mostrados na tabela 05.

O intervalo de normalidade para o calcitriol em coelhos € de 18 a 78 pg/mL,
sendo utilizada a média deste intervalo (48 pg/mL) para comparacao estatistica.
Desta forma, no momento pré-exercicio 0s animais apresentavam valores
significativamente inferiores ao esperado para a normalidade, caracteristico do efeito
deletério da inducdo da DRC nos animais. No momento pos-exercicio os valores
apresentavam-se dentro do intervalo esperado para a normalidade. Porém a analise
estatistica deste resultado mostra que este comportamento foi diferente em cada
grupo. Para os grupos GC e GR a média dos valores de Calcitriol permaneceu
diferente da normalidade (p<0,05). Para o grupo GA a média né&o diferiu

estatisticamente do valor normal.

Tabela 05 — Tabela mostrando o valor de p na comparacdo dos niveis de Pth e
calcitriol de cada grupo nos momentos pré e pos-exercicio com o valor de referéncia

para a normalidade

Pth Calcitriol

22 coleta 32 coleta 22 coleta 32 coleta

(pré-exercicio) (poOs-exercicio) (pré-exercicio) (poOs-exercicio)

GC 0,013 0,064 0,0062 0,001
GA 0,150 0,224 0,009 0,319
GR 0,003 0,148 0,024 0,042

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.
Pth — paratorménio intacto; valor de referéncia = 52 pg/mL.
Calcitriol — vitamina D3; valor de referéncia 48 pg/mL.

Teste t de Student para uma amostra.

O valor de normalidade para o Pth em coelhos € de 52 pg/mL. No momento
pré-exercicio os valores estdo estatisticamente menores que a referéncia da

literatura para os grupos GC e GR. Para o GA o valor é inferior a normalidade,
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porém nao significativo. No momento pos-exercicio os valores de Pth séricos
estavam elevados, acima da normalidade em todos os grupos, porém este resultado
nao foi estatisticamente significativo.

Os parametros de densidade Ossea avaliados na radiografia de membros
inferiores estdo descritos na tabela 06. Esta contém as médias do valor minimo de
densidade, do valor maximo de densidade e da média de densidade na éarea
avaliada.

O resultado para o valor de densidade minima e média de densidade n&o
diferem estatisticamente entre os grupos e nao diferem estatisticamente entre o0s
momentos pré e pos-exercicio. A analise do valor de densidade maxima mostrou-se
significativamente inferior no periodo pés-exercicio, independentemente do grupo

avaliado.

Tabela 06 — Tabela mostrando a média e o desvio padrao dos valores de densidade

0ssea nos diferentes grupos

MIN

MAX

MED

22 coleta

(pré-exercicio)

32 coleta

(p6s-exercicio)

22 coleta

(pré-exercicio)

32 coleta

(p6s-exercicio)

22 coleta

(pré-exercicio)

32 coleta

(p6s-exercicio)

GC 111,42+30,97 113,83+34,22 191,08+43,32 163,33+41,19 141,85+34,81 132,17+32,62
GA 101,58+32,38 106,13+10,10 190,54+38,41 162,47+8,05 130,13+35,11 125,56%8,80
GR 106,28+29,97 117,13+18,08 186,11+22,16 162,00+23,83 130,67+29,11 132,67+22,40

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.
MIN - valor minimo da densidade na area avaliada; MAX — valor maximo da densidade na area avaliada; MED — valor da média

da densidade na area avaliada.

MIN: ANOVA de duas vias p= 0,534 para o efeito do momento; p= 0,704 para o efeito do grupo; p=0,933 para interagdo entre
grupo e momento. MAX: ANOVA de duas vias p=0,024 para o efeito do momento; p= 0,973 para o efeito do grupo; p=0,988
para interagdo entre grupo e momento. Poés teste de Tukey p=0,024 na comparagdo entre momento pré e pds. MEDIA:
ANOVA de duas vias p=0,684 para o efeito do momento; p= 0,739 para o efeito do grupo; p=0,892 para interacdo entre grupo e

momento.

Mesmo ndo sendo significativo, o resultado da média de densidade
encontrada no momento pés-exercicio foi menor para GA e GC e maior para GR.
Estes resultados mostram que a densidade minima ndo modificou, mas a maxima foi

menor, contribuindo desta forma para a menor média de densidade ao final do
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experimento. Podemos destacar que estes resultados sdo compativeis com a
evolucao do processo de DRC induzido pela cirurgia, sem efeito do exercicio.

A morfometria 6ssea analisou 0 numero de espacos intertrabeculares
encontrados em 0sso trabecular de tibia direita nas regides proximal e medial da
peca 6ssea, em corte transversal e longitudinal. Os resultados da média e desvio
padrdo destas variaveis estao descritos nas tabelas 07 (corte transversal) e 08 (corte
longitudinal).

Tabela 07 — Tabela mostrando a média e o desvio padrao do nimero de espacos

intertrabeculares em corte transversal nas regides proximal e medial da tibia direita

Regido proximal Regido medial
GC 82,32+10,68 85,33+6,89
GA 74.,34+12 67 78,03+4,25
GR 75,41+6,60 76,06+9,97

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.
ANOVA de uma via com po6s teste de Tukey: comparagéo entre os grupos GC, GA e GR para a regido proximal p = 0,415 e

medial p=0,176.Teste t pareado p= 0,3800 comparando regido medial e proximal.

A tabela 07 apresenta os resultados para o corte transversal da peca de tibia
direita nas regides proximal e medial. Nao houve diferenca estatistica para analise
deste parametro entre os grupos GC, GA e GR (efeito da intervencdo com
exercicios). Porém os grupos de intervencdo GA e GR apresentaram tendéncia para
um menor numero de espacos intertrabeculares para regido proximal e medial que o
grupo controle para o corte transversal.

Foi realizada comparacdo entre as regides medial e proximal em ambos o0s
cortes (transversal e longitudinal). Nao houve diferenca estatistica quando se
comparou as regides medial e proximal em corte transversal.

A tabela 08 mostra os resultados para o corte longitudinal da peca de tibia
direita para as mesmas regides. Assim como para o corte transversal, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos GC, GA e GR (efeito da intervencdo com
exercicios). Porém os grupos de intervencdo GA e GR apresentaram tendéncia para
um menor numero de espacos intertrabeculares para regido medial que GC. Para a

regido proximal o GR apresentou tendéncia de menor valor que os demais grupos.
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Tabela 08 — Tabela mostrando a média e o desvio padrao do nimero de espagos

intertrabeculares em corte longitudinal nas regides proximal e medial da tibia direita

Regido proximal Regido medial
GC 185,22+72.43 200,04+40,15
GA 185,97+21,89 174,47+26,35
GR 136,75+50,16 175,10+22,74

GC = grupo controle; GA = grupo exercicio aerébio; GR = grupo exercicio resistido.
ANOVA de uma via com pos teste de Tukey: comparagéo entre os grupos GC, GA e GR para a regido proximal p = 0,3541 e
medial p=0,3118. Teste t pareado p= 0,4340 comparando regido medial e proximal.

N&o houve diferenca estatistica quando se comparou as regiées medial e
proximal em corte longitudinal (teste t pareado).

Foi verificada a correlagdo entre as variaveis hormonais de Pth e calcitriol
com a variavel sérica da creatinina e as variaveis de densidade 0ssea. Os resultados
dos valores de r e p desta analise estdo apresentados na tabela 09.

Ndo foram encontradas correlacbes significativas entre as variaveis
hormonais do Pth e do calcitriol e a variavel sérica da creatinina, mostrando que nao
houve relacéo direta entre o grau de deficiéncia da filtracdo glomerular e a resposta

hormonal da regulacdo do metabolismo do tecido 6sseo.

Tabela 09 — Tabela mostrando valores de r e p para a correlacdo” entre as variaveis

do Pth e Calcitriol com a variavel creatinina e as variaveis de densidade 6ssea

Pth Calcitriol
r p r p
Creatinina 0,353 0,151 0,060 0,819
MIN - 0,048 0,824 0,017 0,944
MAX - 0,555 0,005 - 0,333 0,163
MED - 0,199 0,350 - 0,077 0,753

MIN = valor minimo da densidade na area avaliada; MAX — valor maximo da densidade na éarea avaliada; MED — valor da
média da densidade na area avaliada.

* Correlagao linear de Pearson.

Em relacao a correlacéo das variaveis hormonais do Pth e do calcitriol com as
variaveis de densidade 6ssea foi encontrada correlacdo negativa entre o horménio

Pth e a variavel da densidade maxima mensurada na area de analise (MAX). Esta
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correlagdo mostra que maiores valores de Pth séricos possuem relacdo com uma
menor densidade maxima na area analisada (Figura 10).
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Figura 10: Gréafico mostrando a correlacdo entre Paratorménio (Pth) e
densidade 0ssea maxima.
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6 DISCUSSAO

A escolha dos coelhos para a realizacdo deste experimento se deve a
melhor sobrevida desses animais ap6s a inducdo da DRC, pois esses animais
oferecem uma janela terapéutica de 12 semanas, 0 que possibilita a implementacéo
de protocolo de exercicio fisico. Ao considerar a expectativa de vida de um coelho,
em torno de sete a oito anos, aproximadamente dez vezes menor do que dos seres
humanos, pode-se analogamente supor que o intervalo de observacdo de 12
semanas equivale a dois anos e meio de vida em anima mébile, o que caracteriza
tempo suficiente para instalacdo da DRC. Além disso, apresentam uma maior
volemia, comparados com os ratos, facilitando a retirada de amostras para as
analises bioquimicas (COSTA et al, 2009). No presente experimento foi possivel
realizar coletas consecutivas de sangue para analises bioquimicas sem
comprometer a vida dos animais, que permaneceram viaveis até a eutanasia.

O valor de normalidade para uréia e creatinina em coelhos tem uma
grande variacdo na literatura. Os valores encontrados inicialmente (12 coleta) neste
experimento estdo proximos aos obtidos por Emanuelli et al. (2008), que
apresentaram em seu estudo padrées de normalidade de uréia e creatinina em
coelhos. Segundo esses autores condi¢cdes diferenciadas de clima e instalacéo
podem interferir nestas variaveis, desta forma a 12 coleta deste experimento foi
usada como medida basal para a normalidade destas variaveis durante todo o
estudo.

Apés a 12 coleta de sangue o0s animais passaram pelo procedimento
cirargico de Isquemia e Reperfuséo renal unilateral, para induzir o modelo animal de
Doenca Renal Cronica Experimental. Para tanto foi realizado o campleamento do
pediculo renal esquerdo por 20 minutos, seguido de remocao dos clampes para
reperfusdo. Acreditava-se que em contraste com o coracdo e o cérebro, os rins
poderiam recuperar-se completamente de um evento isquémico. Entretanto isso tem
ocorrido com menos frequéncia, sendo reconhecido que ha lesao tecidual por
isquemia/reperfusdo (superior a 20 minutos) que pode deixar sequelas que evoluam
para DRC (ISHANI et al, 2009).

Um estudo realizado por Thompson et al. (2007) sobre o impacto clinico
relacionado ao tempo de isquemia renal, sugere que o clampeamento vascular do

pediculo renal esta associado com aumento do risco de deterioracdo cronica da
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funcdo renal. Este estudo demonstrou que isquemia por mais de 20 minutos esta
associado ao desenvolvimento de DRC. Estes autores relatam que danos
irreversiveis ocasionados pelo processo de isquemia ocorrem apos 30 a 45 minutos
do procedimento. No experimento proposto por esta pesquisa a isquemia renal
durou 20 minutos cronometrados, sendo suficiente para gerar lesdes no tecido renal,
posteriormente comprovadas pelas andlises histopatoldégicas que mostraram
diversas alteragcbes de congestédo, infiltrado, degeneracdo glomerular, atrofia
glomerular e fibrose entre outras.

A lesédo renal por isquemia/reperfusdo é resultado de uma deficiéncia de
oxigénio e liberacdo de nutrientes para a remog¢do de residuos.
O tecido renal necessita de uma demanda grande de oxigénio para realizar suas
fungbes de transporte e sintese. No momento da isquemia ha uma incompatibilidade
entre a demanda e oferta de O, associado ao acumulo de substancias residuais e
produtos do metabolismo. Como resultado do desequilibrio, as células do epitélio
tubular renal sofrem danos graves, como morte por apoptose e necrose celular,
gerando perturbacfes da homeostase da agua e eletrolitos e consequente reducéo
da excrecdo de residuos de produtos do metabolismo, além do prejuizo para as
funcdes de sintese de substancias pelo tecido renal (BONVENTRE; YANG, 2011).

Uma razdo para a sensibilidade renal a isquemia é que a
microvasculatura renal é altamente complexa e deve atender a uma demanda de
alta energia. Esse delicado equilibrio entre oferta e demanda de O, é facilmente
perturbado em casos de isquemia (SUTTON, 2009). Segundo Bonventre e Yang
(2011) durante o processo de isquemia/reperfusdo o fluxo de sangue para a medula
renal € reduzido desproporcionalmente pela diminuicdo da perfusdo renal. O
endotélio vascular é lesado e pequenas arteriolas renais sofrem vasoconstricdo em
resposta a niveis teciduais elevados de mediadores quimicos da inflamacao
(endotelina-1, angiotensina Il, tromboxano A2 ' leucotrienos) e estimulacdo do
Sistema Nervoso Periférico. Além disso, ocorre diminuicdo da resposta
vasodilatadora das arteriolas, pelo declinio do oxido nitrico e outras substancias
vasodilatadoras, associado ao aumento de citocinas vasoativas (TNF-a, IL,
endotelina), gerando como resultado ativacéo e adeséo de leucdcitos no endotélio. A
formacdo de edema contribui ainda mais para a vasoconstricao arteriolar, resultando

na interferéncia do fluxo sanguineo para o tubulo proximal e al¢ca de henle, que ja
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sdo normalmente hipéxicos devido as propriedades de permuta com 0s vasos retos
renais.

Clinicamente todas essas alteracdes traduzem um aumento da lesao
durante a fase de reperfuséo, quando o consumo de O, aumenta com a demanda do
transporte tubular. Dessa forma a leséo inicial leva a uma cascata de eventos que
culminam em lesdo vascular, congestdo vascular e reducdo da capacidade de
neutralizar os radicais téxicos (MUNSHI, 2011). A filtracdo renal € prejudicada
levando ao aumento progressivo dos niveis de uréia e principalmente de creatinina.

Este fato foi confirmado no presente experimento, pois 0s niveis de
creatinina de todos os grupos sofreram um aumento gradativo com o passar do
tempo (analise do efeito do momento da coleta, estatisticamente significativo),
demonstrando a queda da TFG causada pela lesédo e consequéncias do processo
de isquemia/reperfusdo. Para cada reducdo de 50% da taxa de filtracdo glomerular,
a concentracao sérica de creatinina pode duplicar (STEVENS et al, 2010).

Os niveis de uréia apresentaram um comportamento diferente da
creatinina neste experimento. Os valores da 22 coleta sdo maiores (analise do efeito
do momento, estatisticamente significativo) que os valores da 12 e 32 coleta, que néao
diferem estatisticamente entre si. Este comportamento pode ser explicado pela
dificuldade inicial de manter a taxa de filtracdo deste metabdlito apos a leséo renal
induzida pelo processo cirurgico, que com o passar do tempo foi sendo adaptada
pelos néfrons residuais funcionantes.

Quanto a anadlise do efeito do exercicio fisico nas variaveis de uréia e
creatinina, ndo foi encontrado diferencas estatisticas entre os grupos GC, GA e GR,
e nem interacao entre os grupos e 0s momentos de coleta. Este resultado mostra
gue o exercicio nado interferiu na funcdo renal dos animais no decorrer do
experimento.

A creatinina é utilizada como indice clinico de funcéo renal, devido a
constancia de formacdo e excrecdo. Em virtude da sua relativa independéncia a
fatores como dieta, grau de hidratacdo e metabolismo das proteinas, € um teste de
triagem renal confiavel (KIRSZTAJN et al, 2011). E derivada da creatina e da
fosfocreatina durante o metabolismo muscular e filtrada pelos glomérulos renais
(SODRE et al, 2007).

No presente experimento, quando foi iniciado o protocolo de exercicios

fisicos com os animais, os niveis de creatinina (22 coleta) ndo estavam alterados
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(sem diferenca estatistica) em relagdo ao momento pré-cirurgia (12 coleta). Ao final
das 4 semanas da aplicacdo do protocolo de exercicio fisico (32 coleta), os niveis
séricos de creatinina eram superiores e significativamente diferentes em relagdo aos
outros 2 momentos de coleta. Esse aumento gradativo da creatinina aconteceu em
todos os grupos de pesquisa. Entretanto, houve uma tendéncia dos niveis de
creatinina serem superiores no GC e GR, quando comparados com o grupo GA, pois
todos os animais do GA encontravam-se com 0s niveis de creatinina inferiores ao
teto de normalidade descrito na literatura, enquanto que 50% dos animais dos outros
2 grupos encontravam-se com os niveis de creatinina acima do teto de normalidade
para coelhos.

A tendéncia do GA em manter os niveis de creatinina em um patamar
inferior ao dos outros grupos é de interesse para a prescricdo deste tipo de exercicio
na DRC e deve ser alvo de investigacdes futuras. Alguns estudos destacam os
beneficios do exercicio aerdbico na DRC que incluem aumento no consumo maximo
de oxigénio, diminuicdo da pressado arterial, aumento na capacidade de exercicio,
menor indice preditivo de mortalidade pela melhora do consumo de oxigénio, sem
nenhum efeito sobre as taxas de filtracdo Glomerular (AFSHAR et al, 2010). Outros
estudos relatam que o exercicio pode melhorar a remocao de solutos durante a
didlise, por aumentar o fluxo sanguineo muscular, resultando em melhor fluxo de
toxinas urémicas no compartimento vascular (HENRIQUE et al, 2009; REBOREDO
et al, 2010). Também € de consenso clinico que a pratica de atividade fisica na DRC
promove melhora da capacidade funcional, qualidade de vida e reduz os riscos de
doenca cardiovascular. Estes resultados sdo descritos na maior parte dos estudos
em pacientes em estagio avancados da DRC e que realizam dialise (JOHANSEN;
PAINTER, 2012).

Com relagcédo ao grupo GR, que apresentou resultados de creatinina com
comportamento semelhante ao GC, pode-se destacar que a pratica do exercicio
resistido ndo produziu efeitos deletérios na funcdo renal. Esta hipétese pode estar
relacionada com o estimulo anabdlico que este tipo de exercicio impde ao tecido
para ganho de massa muscular, que apesar de nao ter sido medida, pode ter
influenciado os niveis de creatinina sérica obtidos com o exercicio ou apenas uma
evolucdo da DRC com o passar do tempo sem nenhuma influéncia adicional do
exercicio resistido na evolugdo da doenca, ja que 0s animais encontravan-se em

condicdes controladas e iguais. Alguns estudos demonstrarem que o exercicio fisico
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nao tem influéncia na taxa de filtracdo renal da creatinina (MOINUDDIN; LEEHEY,
2008) o que condiz com os resultados deste experimento.

As andlises histopatologicas demonstraram alteracdes no tecido renal do
rim esquerdo (submetido a isquemia e reperfusdo) e no rim direito (tabela 04) em
todos os grupos. Os mecanismos de lesdo tecidual renal devido a isquemia e
reperfusdo sdo multifatoriais, interdependentes e envolvem hipdxia, resposta
inflamatoéria e dano por radicais livres. A hipdxia tecidual no rim leva a deplecéo de
ATP com consequente disfuncdo mitocondrial, acumulo de sédio intracelular, célcio
e espécies reativas de oxigénio e leva a ativagdo de multiplos sistemas enzimaticos
incluindo proteases, Oxido nitrico sintases, fosfolipases e endonucleases. Estes
sistemas sdo responsaveis pela destruicdo do citoesqueleto, lesdo de membranas
citoplasmaticas, degradacdo de DNA e morte celular (BERNARDI, 2007; COSTA-
HONG et al, 2009).

Ishiani et al. (2009) acompanharam por 2 anos a funcdo renal de
individuos idosos hospitalizados que tiveram e néo tiveram episodios tratados de
doenca renal aguda primaria e secundaria. Ele conclui apos o periodo de
acompanhamento, que os individuos que tiveram um episddio agudo de doenca
renal possuiam maior risco de desenvolvimento de DRC terminal com o passar do
tempo que idosos que nao sofreram lesdo aguda. Isso reforca a hipétese de que
guadros agudos renais podem causar injurias crénicas. Thompson at al (2007)
analisaram o tempo de isquemia renal em cirurgias de retirada de nédulo tumoral em
rins humanos. Os autores concluiram que o tempo de 20 minutos de isquemia (ou
superior) € suficiente para provocar danos ao tecido renal que evoluem com lesdes
cronicas.

A lesdo por isquemia e reperfusdo foi demonstrada em nosso
experimento por achados histopatolégicos em ambos os rins, principalmente,
congestdo medular e cortical, infiltrado linfoplasmocitario, degeneracdo das células
tubulares, glomerulonefrite, atrofia glomerular e fibrose. Nao houve diferenca nos
achados histopatoldgicos entre 0s grupos.

Para a avaliacdo do tecido Osseo foram analisadas as variaveis
bioquimicas dos hormbénios Pth e Calcitriol, da densidade d&ssea e da
histomorfometria do osso trabecular em peca de tibia direita.

Para o Pth foi observada diferenca estatistica significativa para o efeito do

momento de coleta com aumento dos valores deste horménio no pés-exercicio. Nao
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houve diferenca estatistica para o efeito dos grupos (intervencdo com exercicios) e
ndo houve interacdo entre momento de coleta e grupos. Na comparacao estatistica
entre os valores coletados por este experimento e o referencial de normalidade na
literatura foram encontrados valores significativamente inferiores a normalidade no
momento pré-exercicio para GC e GR e valores acima da normalidade no momento
pés-exercicio para todos o0s grupos sem significAncia estatistica. Este
comportamento da variavel do Pth é compativel com o esperado na DRC.

MacWay et al. (2012) destacam em sua revisao de literatura que em
estagios iniciais da DRC os niveis séricos de Pth podem nédo estar elevados, pois 0
horménio FGF23 pode suprimir sua secrecdo pelo glandula paratiredide. Essa
hip6tese € reforcada pelo estudo de Zang et al. (2011), que analisa as
concentragOes sericas de FGF23 e Pth em individuos com em sem faléncia renal
aguda e encontrou niveis séricos do horménio FGF23 significativamente elevado
nos pacientes com lesdo renal aguda e niveis séricos de Pth dentro da normalidade
guando comparados com pacientes sem lesao renal aguda.

Com o avancar da DRC e a perda progressiva de néfrons, ocorre
alteracdes negativas dos mecanismos regulatérios do calcio, incluindo elevacéao do
Pth na maior parte dos casos. Esta elevagcdo esta relacionada com a hipocalcemia
gue ocorre pela diminuicdo da reabsorcdo de calcio pelos tdbulos renais e da
absorcao de calcio intestinal. Esta condicdo aumenta a secrecao de Pth por estimulo
a receptores sensiveis ao célcio nas células da paratiredide resultando inicialmente
em aumento da sintese e secrecdo de Pth e na sequéncia desenvolvendo
hiperplasia glandular. O aumento sérico do Pth circulante € o sinal clinico mais
contundente da condicdo do HPTS, mostrando um aumento da atividade da
paratiredide para compensar a baixa concentracdo de célcio sérico elevando a
reabsorcdo 6ssea deste mineral (HRUSKA; TEITELBAUM, 1995; K/DOQI, 2002;
FUKAGAWA et al, 2002; BARDIN, 2003; KANSAL; FRIED, 2010; MACWAY et al,
2012).

Para o calcitriol foi observada diferenca estatistica significativa para o
efeito do momento de coleta com aumento dos valores deste horménio no pés-
exercicio. Ndo houve diferenca estatistica para o efeito dos grupos (intervencdo com
exercicios) e nao houve interacdo entre momento de coleta e grupos. Na
comparacao estatistica entre os valores coletados por este experimento e o

referencial de normalidade na literatura foram encontrados valores significativamente
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inferiores & normalidade no momento pré-exercicio em todos 0s grupos e
permanecendo desta forma no momento pds-exercicio nos grupos GC e GR. Para o
GA a média nao diferiu estatisticamente do valor normal no momento pos-exercicio.

A queda do calcitriol para valores inferiores a normalidade apés a
isquemia renal € compativel com a literatura. Hsu et al. (1988) descreveram a
diminuicdo da producdo de calcitriol em ratos apds lesdo isquémica aguda. O
horménio FGF23 também influencia a secrecdo calcitriol pelos rins, pois inibe e
inativa a enzima 1l-alfahidroxilase responséavel pela sintese do calcitriol nos rins
(MACWAY et al, 2012). Jamal et al. (2012) descrevem que a reducao do Calcitriol é
maior (estatisticamente significativo) quanto mais avancado o estagio da DRC.

Com o avancar da DRC ocorre perda de maior quantidade de néfrons e
aumenta o acumulo de fosfato sérico (que reduz a eficacia da enzima 1-
alfahidroxilase), culminando com uma menor secrecédo de calcitriol e consequente
hipocalcemia, pois o calcitriol é responsavel pela absorcdo intestinal do calcio
ingerido na dieta (K/DOQI, 2002; CRAVER et al, 2007; KANSAL; FRIED, 2010; MACWAY
et al, 2012).

Neste experimento pode-se observar que os valores de calcitriol se elevaram
significativamente no momento pds-exercicio, comportamento este que difere do esperado
em humanos. Segundo Redrobe (2002), em coelhos o célcio da dieta é totalmente absorvido
no intestino (com menor influéncia do calcitriol) e 0 excesso deste ion & excretado pela
urina. Calcio em excesso sendo excretado pelos rins pode causar urolitiase nestes animais.
Outro aspecto particular em coelhos, segundo o mesmo autor, se refere a elevacdo do
horménio Pth que estimula a secrec¢do de calcitriol. Estas particularidades podem explicar a
elevacdo do calcitriol com o passar do tempo apo6s a indug¢do de DRC pelo processo de
isquemia nos coelhos. Mesmo assim, cabe ressaltar que a elevagdo do calcitriol nos animais
deste experimento ndo superou a média de normalidade dos valores de calcitriol para os
grupos GC e GR. Apenas 0 GA apresentou elevacao dos niveis séricos deste horménio para
valores dentro da média de normalidade.

Com relacéo ao efeito do exercicio fisico sobre a regulacdo hormonal do
tecido 6sseo, encontra-se na literatura experimentos com individuos saudaveis que
verificaram a elevacdo do Pth imediatamente apds a realizacdo de exercicio (efeito
agudo do exercicio) aerébio (BOUASSIDA et al, 2003) e resistido (RONG et al,
1997) com valores dentro da normalidade 12 a 24 horas ap0s o término da atividade.
Os autores concordam que este efeito pode ser potencialmente benéfico para o

tecido 0sseo, pois uma subita elevacdo do Pth ativa a atividade osteoblastica e
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osteoclastica para o remodelamento 6sseo, porém sem a manutencao de altas taxas
do horménio por periodos prolongados e sem outras interferéncias néo fisiologicas o
osso tende a remodelar e melhorar a formacgéo 6ssea, sem causar reabsorcéao.

N&o foi encontrada, neste estudo, correlacédo significativa entre o horménio
Pth e o marcador de fungéo renal creatinina. Este fato pode ser explicado pela
variabilidade biologica deste parametro e pela variabilidade intraindividuo, que em
condicdes patoldgicas pode se apresentar de maneira mais evidente. Também pelo
fato de que o DMO-DRC € um distarbio bastante complexo, no qual muitos
mecanismos estdo envolvidos, e a funcdo renal isoladamente néo define o grau de
comprometimento do individuo ou o comportamento da glandula paratiredide, pois
existem manifestacbes do DMIO-DRC que se apresentam com alto turnover ou
baixo turnover em individuos com o mesmo grau de comprometimento da funcao
renal (K/DOQI, 2002; CRAVER et al, 2007; MOORE et al, 2009; TANAKA et al,
2012). Esta hipodtese é reforcada pelo estudo de Gardhan et al. (2010) que avaliaram
a variacdo do Pth em individuos com DRC em hemodialise, concluindo que existe
uma grande variacdo no valor de Pth dos pacientes em hemodialise, sendo
necessaria varias mensuracoes periodicas para propor e acompanhar o tratamento
do DMO-DRC.

A densidade Ossea avaliada neste experimento € medida de maneira
indireta por meio de andlise da escala de tons de cinza por ponto pixel com base em
imagens de radiograma de membros inferiores. Nao foram encontradas diferencas
significativas para as variaveis de densidade minima na area avaliada e média de
densidade entre 0s momentos pré e pos-exercicio. A variavel de maxima densidade
na area avaliada foi estatisticamente menor no momento pos-exercicio. Estes
resultados se referem ao efeito do momento de coleta, sem diferenca estatistica
para o efeito do grupo (intervencdo com exercicios) e sem intera¢cao entre grupos e
momento de coleta. Este resultado é compativel com a evolucdo da DRC induzida
no modelo de isquemia, pois com o avancar da DRC as alteracfes no tecido 6sseo
vao se desenvolvendo, prejudicando a capacidade normal de mineralizacdo da
matriz coldgena, reduzindo e desorganizando a formacdo de matriz colagena e
aumentando a reabsorcdo 6ssea levando as les6es da Osteodistrofia renal descritas
anteriormente.

Cory et al. (2010) realizaram um estudo sobre aspectos tridimensionais da

biomecanica do tecido 6sseo avaliados por técnica especifica de micro-tomografia.
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Eles utilizaram a analise de densidade em conjunto com os aspectos de organizacado
do osso trabecular e cortical para desenvolver célculos de forca compressiva e
resisténcia do tecido 0sseo. Estes autores realizaram o estudo em modelo animal de
ratos com nefrectomia parcial, ratas ovariectomizadas e controles, concluindo que a
densidade relativa do tecido 6sseo dos ratos nefrectomizados esta reduzida em
relacdo aos ratos controles e em melhores condicbes que as ratas
ovariectomizadas, resultando em menor resisténcia do tecido ésseo nos grupos de
modelo animal de doenga.

Outro estudo, realizado por Jamal et al. (2012) analisaram a densidade
0ssea mensurada exames de DXA e tomografia de alta resolugdo em pacientes com
DRC em estagio 3 a 5 que tiveram e ndo tiveram fraturas. Estes autores
encontraram menores valores de densidade Ossea naqueles pacientes que ja
haviam tido um episédio de fratura, aumento do risco de fraturas a cada reducgéo de
um desvio padréo da medida de densidade Ossea (valores mensurados em regioes
do quadril e coluna lombar ajustados para idade, sexo, peso e estagio da DRC).
Outro aspecto destacado por estes autores € a diferenca nas formas de
apresentacdo da doenca oOssea nos estagios da DRC, sendo que nas fases nao
dialiticas (estagio 3 e 4) ha maior prevaléncia de hiperparatireoidismo (altas taxas de
Pth séricos com alto turnover O0sseo) e desta forma, maiores alteragcdes nos
parametros de densidade O0ssea. Em estagio avancado (estagio 5 em condi¢des
dialiticas) ha maior evidéncia de lesbes caracteristicas da doenca 0ssea de baixo
turnover Osseo (osteomalacia, doenca adinamica, nas quais ha aumento e
desorganizacdo da matriz colagena, com apresentacéo de lesGes em osso cortical)
e os resultados das avaliacdes de densidade pelo DXA s&o pouco especificos e nao
se relacionam com o risco de fratura.

Neste experimento foi encontrada correlacdo significativa e negativa do
hormonio Pth com a variavel de maxima densidade na area medida. Este resultado &
condizente com o descrito no paragrafo anterior, no qual a elevacdo do Pth no
hiperparatireoidismo (que se apresenta em estagio 3 e 4 pré-didlise com mais
prevaléncia) aumenta a reabsorcdo 6ssea, reduzindo a densidade maxima da
regido. Este resultado é compativel com o estudo de Yamaguchi et al. (1996) que
encontraram correlacdo significativa e negativa entre densidade 6ssea e Pth para a
regido distal do radio em pacientes em hemodidlise e o estudo de Urena et al. (2003)

gue encontraram resultados similares para a regido medial do radio. Mais
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atualmente, Ambrus et al. (2011) publicaram estudo que encontrou correlagcéo
significativa e negativa entre Pth e densidade 6ssea em pacientes que realizam
hemodiélise e que possuiam niveis séricos de Pth acima de 100 pg/ml (altos valores
em humanos) em todos os locais medidos (coluna lombar, colo do fémur e regiédo
distal do radio).

Em contraste com os nossos resultados Jamal et al. (2012) encontraram
correlagdo negativa do hormoénio Pth com as medidas de espessura cortical, area
cortica e densidade cortical, porém sem correlagdo do Pth com as medidas em 0sso
trabecular.

Para as varidveis de morfometria ndo foram encontrados diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (GC, GA e GR) para o efeito da
interveng&o com exercicios nos cortes transversal e longitudinal. Também néo foram
encontradas diferengas significativas entre os locais de medida (regido medial e
regido proximal do osso) tanto pra o corte transversal quanto para o corte
longitudinal. Pode-se observar tendéncia de menores numeros de espagos
intertrabeculares nos grupos de intervencao, indicando um possivel efeito positivo do
exercicio aerdbio e resistido na organizacdo do osso trabecular em vigéncia de
DRC.

Quanto aos aspectos morfométricos na DRC, o estudo de Jamal et al.
(2012), avaliaram caracteristicas morfométricas em tomografia de alta resolucdo em
pacientes com DRC. A variavel separacédo das trabéculas foi menor nos pacientes
gue ndo apresentaram histérico de fraturas quando comparadas com aqueles que
possuiam histéria de fratura. As medidas de espessura trabecular, area trabecular e
namero total de trabéculas ndo diferiram entre os grupos com e sem historico de
fratura.

Em relacdo ao efeito do efeito do exercicio na morfometria éssea, o
estudo de Yeh et al. (2001) avaliaram efeitos sobre o tecido 0sseo em ratos
submetidos a exercicios vibratorios (com resposta isométrica de contragdo muscular)
durante 6 semanas de protocolo e encontrou melhora na formagdo 60ssea em 0SSO
cortical e trabecular. lwamoto et al. (1998) relata melhora na morfometria éssea
(nimero de trabéculas e espessura trabecular) da area proximal da tibia de ratas
osteopénicas apds 12 semanas de exercicio aerdbio.

O estudo dos efeitos dos exercicios aerébicos e de resisténcia nas

doencas cronicas com o objetivo de reduzir a morbidade e mortalidade, reduzindo o
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estresse oxidativo, inflamacdo e disfuncdo endotelial € de interesse e investigacéo
na literatura atual. O exercicio aerdbico e treinamento de resisténcia foram
reportados por ter uma influéncia benéfica sobre citocinas inflamatérias, resisténcia
a insulina, obesidade, fatores de risco doencas cardiovasculares, microalbumindrica
e anemia relacionada a distarbios crénicos. Ndo esté totalmente esclarecido se os
beneficios relacionados ao exercicio fisico estendem-se para pacientes com DRC
em todos os niveis. Possivelmente por causa dessa incerteza que a prescricao de
exercicios fisicos ndo é realizada na rotina clinica de tratamento de pacientes com
DRC. Entretanto especialistas em reabilitagdo recomendam que um bom programa
de exercicios deva combinar treinamento aerébico e de resisténcia para que o
catabolismo possa ser revertido, melhorando a capacidade funcional e prevenindo
as doencas cardiovasculares, que sado uma causa de morbimortalidade em
pacientes com DRC (MOINUDDIN; LEEHEY, 2008; JOHANSEN; PAINTER, 2012).

Os estudos que pesquisaram os efeitos dos exercicios fisicos na DRC
justificam sua prescricdo com base nos efeitos deletérios da doenca sobre a
funcionalidade do paciente. A DRC leva a uma gradativa perda de massa muscular,
devido o aumento da degradacdo e diminuicdo da sintese protéica intramuscular
relacionadas ao processo da miopatia urémica, anemia, alteracbes nos sistemas
cardiovascular, respiratério, nervoso e metabdlico em geral que contribuem para
prejuizos funcionais nestes pacientes (ADEY et al, 2000; JOHANSEN; PAINTER,
2012).

Os resultados dos beneficios da pratica regular de exercicios sao
descritos na maior parte dos estudos em pacientes em estagio avancados da DRC e
gue realizam dialise. Em sua revisdo, Johansen e Painter (2012) destacam um
estudo que analisou a relacdo entre a TFG e a capacidade funcional de individuos
idosos e encontrou uma relacdo entre a TFG e menor distancia percorrida, menor
forca muscular de extensores de quadril em idosos que tinham TFG entre acima e
abaixo de 60 ml/min (caracterizando individuos idosos em estagios iniciais para
DRC).

Smart et al. (2013) destacam em sua revisdao de literatura 4 estudos
utilizando exercicio resistido isoladamente em pacientes com DRC. Estes estudos
sdo pouco conclusivos e descrevem a melhora da forca muscular. Um namero maior
de artigos descreve os efeitos dos exercicios aerdbios testados isoladamente e

protocolos combinados de exercicios aerbbios e resistidos, porém com uma
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diversidade de aplicagbes (exercicios realizados durante a hemodialise e realizados
nos dias interdialise), diferencas de volume, intensidade e frequéncia de realizacédo
dos exercicios, dificultando determinar a melhor opcdo terapéutica. Os autores
sugerem que mesmo com grande variedade de protocolos os beneficios suplantam
0S problemas, pois a pratica de exercicios em pacientes com DRC é seguro, sem
nenhum o6bito relatado especificamente relacionado a pratica de exercicios em
30.000 pacientes-hora estudados

Estudos em estagios iniciais da DRC séo raros e seus resultados pouco
conclusivos, principalmente pela heterogeneidade desta populacdo em estagios
mais iniciais da DRC, ndo havendo descri¢cdo precisa em humanos da influéncia do
exercicio aerdbio e resistido sobre a fungcdo renal diretamente (JOHANSEN;
PAINTER, 2012).

Algumas limitagdes podem ser descritas em relagdo a este estudo. O
namero de animais nas amostras finais, pos-eutanasia, foi reduzido por perdas
amostrais que ndo puderam ser incluidas nas analises, pois a maioria dos Obitos
ocorreu no periodo noturno, o que impossibilitou a coleta de amostras para estudo
destes animais. A ndo existéncia de um grupo shan, para compor as amostras, pois
nao era possivel, logisticamente, ter mais animais sob experimentacdo. Porém todas
as analises procuraram utilizar como comparacao o padrdo existente na literatura. A
nao inclusdo de analise de densidade 6ssea no momento pré-cirurgia ocorreu por
indisponibilidade técnica para analise deste parametro neste momento, o que foi
possivel no seguimento do experimento com a utilizacdo das analises por meio de
radiografia simples de membros posteriores. Outra limitacdo foi em relacdo a
impossibilidade técnica de mensurar a forca aplicada durante o exercicio resistido.
Porém este protocolo, com a utilizacdo de rampa, em coelhos, é inovador e de
interesse para a literatura, por nao utilizar nenhum artificio ou estimulo negativo que
gere impactos estressores no animal. Cabe ressaltar que mesmo com limitacdes de
logistica para implementar outros possiveis parametros de andlise no delineamento
experimental, foi possivel a inclusdo de alunos de iniciacao cientifica no processo, a
organizacdo de pesquisa com este tipo de animal na instituicio UNIGRAN e a
integracdo dos setores de andlises clinicas, analises histopatoldgicas, fisioterapia e
hospital veterinario em uma mesma pesquisa, além da parceria com outras

instituicbes (UEL) para efetuar toda a coleta de dados.
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7 CONCLUSOES

A técnica de isquemia e reperfusdo renal unilateral, sem necessidade de
um segundo tempo cirargico para nefrectomia, foi efetiva no desenvolvimento de um
modelo animal de Doenga Renal Crbnica em coelhos nova zelandia branco. Os
animais apresentaram boa sobrevida, possibilitaram coletas sanguineas
consecutivas sem comprometer a volemia do animal, os niveis séricos de uréia e
creatinina apresentaram aumento gradativo comparaveis com o desenvolvimento da
DRC, o rim direito, que nao sofreu intervencao, apresentou lesées histopatologicas
compativeis ao dano oxidativo causada pela isquemia do rim contralateral e
posterior processo de reperfusao.

Em relac&o aos efeitos da aplicacdo do protocolo de exercicios aerobio e
resistido no modelo animal proposto podemos concluir que:

e ndo foram encontrados efeitos estatisticamente significativos dos
exercicios aerobio e resistido na variavel de morfometria de 0sso
trabecular analisada, mostrando que os exercicios nado influenciaram a
evolucado da DRC,;

e avariavel de densidade maxima apresentou menores valores no momento
da coleta final, comportamento compativel com a evolu¢cdo da DRC; ndo
foram encontrados efeitos estatisticamente significativos dos exercicios
aerobio e resistido nas variaveis de densidade Ossea analisadas,
mostrando que os exercicios nao influenciaram a evolucdo da doenca;

e ndo foram encontrados efeitos estatisticamente significativos dos
exercicios aerObio e resistido nas variaveis bioquimicas de uréia,
creatinina, Ph e calcitriol, mostrando que os exercicios nao influenciaram a
evolucédo da DRC,;

e foi encontrada correlacdo significativa e negativa da variavel bioquimica
do Pth e a variavel de densidade maxima, comportamento este esperado
para a evolucdo da DRC no decorrer do tempo;

e ndo houve diferencas estatisticamente significativas no comportamento de
todas as variaveis na comparacao do efeito do exercicio aerébio e

resistido no modelo animal de DRC.
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ANEXO A — Aprovacdo Comisséo de Etica no Uso de Animais/ CEUA/UFMS

MINISTERIC DA EDUCACAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

CERTIFICADDO

Certificamos que o Protocolo n° 280 da Mestranda Eliane
Barbosa Togoe, sob a orientagado da Profe. Dr2. landara Schetter Silva,
referente ao projeto de pesquisa, “Analise histopatolégica da
estrutura de um modelo de insuficiéncia renal crénica em coelhos
submetidos ao exercicio fisico aerébico e resistido”, esta de
acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), com a legislagdo
vigente e demais disposi¢gdes da ética em investigagdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO

USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 11 de margo de 2011.

Campo Grande (MS),11 de margo de 2011.
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