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RESUMO

TOGOE, E.B. Influéncia do treinamento aerdbio de alta intensidade sobre
variaveis de estresse oxidativo e morfometria muscular em modelo animal de
doenca renal. [Tese de Doutorado] Campo Grande; 2019. Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul.

Introducéo: A doenca renal crénica (DRC) representa um grave problema de salude
publica, esta associada a aumento nos riscos de mortalidade e comorbidades. A lesdo
por isquemia e reperfusao (I/E) no rim leva a uma leséo renal aguda e consequente
efeitos secundarios que levam a déficits na funcéo renal. A lesdo renal aguda é uma
das maiores causa de desenvolvimento da doenca renal cronica (DRC). Nesse
processo ha um quadro inflamatério crénico e aumento do estresse oxidativo que
levam a perda de massa muscular, com consequente prejuizo na capacidade fisica.
Uma das estratégias para reverter ou minimizar os déficits da funcdo renal é o
treinamento aerobio.

Objetivo: Analisar efeito do treinamento aerobio de alta intensidade sobre parametros
de estresse oxidativo do tecido muscular e morfometria muscular em um modelo de
doenca renal.

Métodos: Utilizou-se 21 ratos adultos Wistar divididos em 3 grupos: saudavel
sedentario (SvSd), renal sedentario (RnSd) e renal treinamento (RnTn). Os grupos
RnSd e RnTn realizaram isquemia e reperfusdo renal unilateral por 10 minutos. ApGs
21 dias do procedimento o grupo RnTn realizou 6 semanas de treinamento aerébio de
alta intensidade (TAAI) modalidade natacdo. ApOs eutanasia foram analisados:
creatinina sérica (Cr), niveis de proteinas carboniladas (PC). Quimiluminescéncia
estimulada por tert-butil hidroperéxido (QL) foi empregada para a estimativa de
hidroperoxido lipidico com analise da curva de QL, area sob a curva, velocidade de
emissao de fétons e pico. Glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) foi avaliada e
indice de estresse foi calculado. A area de seccado transversa das fibras (AST)
musculares do musculo gastrécnemio foi mensurada.

Resultados: O nivel de Cr (mg/dL) foi significativamente maior (p=0,0053) para RnSd
(0,82+0,04) que os demais RnTn (0,55+0,04) e SvSd (0,55+0,04). Os resultados das
variaveis obtidas na QL (em RLU/g de tecido) foram: curva de QL significativamente
maior para RnSd (333,2+14,00, p<,0,05) em comparac¢éo com 0s grupos SvSd e RnTn
(118,4+3,83; 218,4+8,30), area sob curva significativamente maior para RnSd
(12.488+£1663, p=0,0018) em relagdo SvSd e RnTn (4.426+497,9; 8.196+1.425);
velocidade de subida apresentou valor significativamente maior para RnSd
(46,38+7,48, p=0,0274) que SvSd e RnTn (17,54 + 5,95; 28,34 = 4,02); pico foi
significativamente maior para RnSd (480,00 + 67,09, p=0,0009) em comparagao com
SvSd e RnTn (161,60+19,33; 302,70+48,13). Os niveis de PC (em nmolls de proteina
carbonilada/mg tecido) foram significativamente maiores no RnSd (35,33 £ 2,33) e
RnTn (27,01 + 0,87) comparado com SvSd (16,56+1,89; 27,01+0,87). Entre os grupos
renais, RnSd apresentou niveis de proteina carbonilada significativamente maior que
RnTn. Os niveis de GSH (em pM/mg proteina) foram significativamente menores no
RnSd e RnTn (1,07 £ 0,057, p=0,0007; 0,96 + 0,034, p< 0,0001) comparado com SvSd
(1,44+0,072). Nao houve diferenga nos niveis de GSSG (em yM/mg) proteina entre
0s grupos: SvSd (0,05+0,001), RnSd (0,05 £ 0,003) e RnTn (0,05 £0,003). O indice de
estresse foi significativamente maior no RnSd e RnTn (0,053 + 0,004, p<,05; 0,061 +
0,005, p<0,001) comparado com SvSd (0,037 + 0,001). A analise morfométrica



(intervalo de classes de AST em um? / frequéncia absoluta de fibras musculares em
cada classe) indicou que o percentil 50 ocorreu em: SvSd 72 classe (3000.00-3499.00
/ 515), RnSd 82 classe (3500.00-3999.00 / 484), RnTn 52 classe (2000.00-2499.00 /
856). A AST das maiores fibras para RnSd, RnTn, SvSd foi de 9953,00,
9969,00,11228,00, respectivamente. Observou-se alta frequéncia de fibras com
menor AST ocorreu na 42, 52, 62 e 72 classe para RnTn, auséncia de fibras na 2223, 232
classes (RnSd e RnTn).

Conclusao: o TAAl em modelo animal de doenca renal mostrou efeito redutor da
Creatinina sérica, foi capaz de promover uma menor peroxidacao lipidica e niveis de
proteinas carboniladas e consequentemente atenuou o estresse oxidativo no muasculo,
nao incrementou as defesas antioxidantes, porém foi capaz de otimizar a defesa
celular e promover um menor estresse oxidativo, induziu maior frequéncia de
distribuicdo das fibras de menor area de seccéo transversa nos animais, indicando
remodelamento muscular.

Palavras chaves: Isquemia e reperfusdo, doenca renal, estresse oxidativo,
treinamento aerdbio.



ABSTRACT

TOGOE, E.B. Influence of high intensity aerobic training on variables of oxidative
stress and muscular morphometry in animal model of renal disease. [Doctoral
Degree Tesis] Campo Grande; 2019. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) is a serious public health problem,
associated with an increased risk of mortality and comorbidities. Injury to ischemia and
reperfusion (I / E) in the kidney leads to acute renal injury and consequent side effects
leading to deficits in renal function. Acute kidney injury is one of the major causes of
chronic kidney disease (CKD) development. In this process there is a chronic
inflammatory picture and increased oxidative stress that lead to loss of muscle mass,
with consequent impairment in physical capacity. One of the strategies for reversing or
minimizing renal function deficits is aerobic training.

Objective: To analyze the effect of high intensity aerobic training (HIAT) on
parameters of oxidative stress of muscle tissue and muscular morphometry in animal
model of renal disease.

Methods: Twenty-one adult Wistar rats were divided into three groups: healthy
sedentary (HS), renal disease sedentary (RDS), and renal disease with aerobic
training (RDAT). The groups RDS and RDAT were subjected to unilateral renal
ischemia-reperfusion for 10 min. Twenty-one days after the procedure, the RDAT
group was subjected to 6 weeks of high intensity aerobic training (HIAT) (swimming).
After euthanasia, serum creatinine (Cr) level, carbonyl protein (CP) were measured.
Chemiluminescence stimulated by t-butyl hydroperoxide (CL) was used for the
estimation of lipid hydroperoxide with analysis of the QL curve, area under the curve,
photon emission velocity and peak , glutathione (GSH and GSSG) was evaluated and
morphometric analysis of the cross-sectional area (CSA) of the gastrocnemius muscle
was performed.

Results: The Cr level (in mg/dL) was significantly higher (p = 0.0053) in the RDS group
(0.82 + 0.04) than in the other groups (RDAT 0.55 £ 0.04; HS 0.55 + 0.04). The results
of the variables obtained in QL(in RLU / g tissue) were: significantly higher QL curve
for the RDS (333.2 + 14.00, p <0.05) compared to the HS and RDAT (118.4 £ 3.83,
218.4 £ 8.30), area under the curve was significantly higher in the RDS (12488.00 +
1663.00 p = 0.0018) than the HS and RDAT (4426.00 + 497.9; 8116.00+ 1425.00),
photon emission velocity analysis showed a significantly higher value in the RDS
(46.38 £ 7.48, p = 0.0274) than the HS and RDAT (17.54 + 5.95; 28.34 + 4.02), photon
emission peak was significantly higher in the RDS (480.00 + 67.09, p = 0.0009)
compared with HS and RDAT (161.60 + 19.33; 302.70 £ 48.13).The levels of PC (in
nmolls of carbonyl protein/mg tissue) were significantly higher in the RDS (35.33 £ 2.33)
and RDAT (27.01 £ 0.87) compared to HS (16.56 + 1.89, 27.01 £ 0.87). Among the
renal groups, RDS had significantly higher levels of PC than RDAT. GSH levels (in
MM/mg protein) were significantly lower in the RDS and RDAT (1.07 £ 0.057, p =0.0007,
0.96 + 0.034, p <0.0001) compared with HS (1.44 + 0.072). There was no difference
in GSSG levels between groups: HS (0.05 + 0.001), RDS (0.05 + 0.003) and RDAT
(0.05 + 0.003).

The stress index was significantly higher in the RDS and RDAT (0.053 + 0.004, p
<0.05; 0.061 + 0.005, p <0.001) compared with HS (0.037 + 0.001). Morphometric
analysis (class interval of CSA in ym?absolute frequency of muscle fibers in each
class) indicated that 50th percentile occurred in: HS 7th class (3000.00-3499.00/515),



RDS, 8th class (3500.00-3999.00/484), RDAT 5th class (2000.00—-2499.00/856). CSA
of largest fibers in RDS, RDAT, HS was 9953.00 uym?, 9969.00 ym?,11228.00 ym?,
respectively. High frequency of fibers with lower CSA occurred in 4th, 5th, 6th and 7th
class in RDA, absence of fibers into 22nd, 23rd classes (RDS and RDAT).

Conclusion: The HIAT in animal model of renal disease showed reductive effect of
serum Creatinine, was able to promote a lower lipid peroxidation and levels of
carbonylated proteins with consequently attenuated the oxidative stress in the muscle,
did not increase the antioxidant defenses, but was able to optimize the cellular defense
and to promote a lower oxidative stress, induced a greater frequency of distribution of
the fibers of smaller cross-sectional area in the animals, indicating muscle remodeling.

Keywords: Ischemia-Reperfusion, Renal Disease, Muscle Atrophy, Aerobic Exercise.



LISTA DE TABELAS

Tabela 01. Distribuicéo de grupos, intervencéo, intensidade do treinamento
fisico @ NUMeEro de aniMaliS........ccvveieieeeeeiiii e 42
Tabela 2. Caracteristicas dos grupos relacionados a peso corporal, carga maxima,
CreatINING SEIICA. .. ..ii i ittt e e e et bbbt eaeeeaaeeas 50

Tabela 3. Comportamento da Glutationa Reduzida e Oxidada...........ccccceeeeeeeeeeennn. 54



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Mecanismos celulares relacionados ao estresse oxidativo
L =ES] = To [0 I (=T [0 ) U 26
Figura 02. llustracdo da liberacdo de miofilamentos mediada por calpainas na
ArOfIA MUSCUIAN. ..o 32
Figura 03. llustragcéo da degradagao proteica induzida por UPS na DRC................. 33
Figura 04. Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo que levam a
AtiVaCAO0 A CASPASE-3......ccuvueriiiiiiiiiiiee e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e aeeaaararaaaa 34
Figura 05. Potenciais mecanismos pelos quais as citocinas pré e anti-inflamatorias
podem promover aterosclerose acelerada, perda de massa muscular e
outras COMPlICAGOES UrEIMICAS. .......cccuuuirriiieiiieieeeeeee e e e e e e s e e eeeeeeeeeans 35
Figura 06: Série temporal dos procedimentos e variaveis coletadas no delineamento
EXPEIHMENTAL .. ..ueiiiiiiii e e e e e e e 42
Figura 07. Animais durante a pratica de Natagao............cceeerriuiriereeniiiiiiiee e 44
Figura 08. Imagem capturada do software durante a mensuragéo da area de seccdo
transversa das fibras musculares do masculo gastrécnemio direito......... 48
Figura 9. Painel mostrando resultados obtidos por Quimiluminescéncia (QL) nos
Niveis de hidroperdxido lipidico de tecido muscular de ratos renais
submetidos a protocolo de exercicio aerdbio de alta intensidade
Modalidade NALAGEO...........coi it 52
Figura 10. Niveis de proteinas carboniladas em homogenato de musculo
(o= RS 10 ox 011 0 1o TP 53
Figura 11. Diferencas histolégicas e morfométrica no musculo gastrocnémio nos

o 0T o Lo IS e (SN =S LU o o PR 56



ADP
AKT
AST
ATP
CAT
DCNT
EO
ERN
ERO
GH
GSH
GPx
GRd
GSSG
IE
IGF-1
IL6

IR
KCL
KH2PO*
LPO
MC
Myf-5
MyOD
NacCl
NADPH
PGC-1
QL
RnSd
RNTN
SOD
SUP
SvSd
TAAI
TFG
TNFa

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina Difosfato

Proteina Quinase B

Area de Seccéo Transversa

Adenosina Trifosfato

Catalase

Doencas Cronicas Nao Transmissiveis
Estresse oxidativo

Espécie Reativa de Nitrogénio

Espécie Reativa de Oxigénio

Hormonio do Crescimento

Glutationa reduzida

Glutationa peroxidase

Glutationa Redutase

Glutationa oxidada

indice de Estresse

Fator de crescimento semelhante a insulina
Interleucina 6

Isquemia e Reperfusao

Cloreto de Potassio

Fosfato de Potassio Monobasico
Lipoperoxidagao

Massa Corporal

Fator de regulacdo miogénico

Proteina de Determinacdo de Mioblasto
Cloreto de Sédio

Nicotinamida Adenina Denucleotideo Fosfato
Co-ativador de transcri¢ao
Quimiluminescéncia estimulada por Terc-butil hidroperéxido
Renal Sedentario

Renal treinamento

Superoxido Dismutase

Sistema Ubiquitina Proteossoma
Saudavel Sedentario

Treinamento Aerdbico de alta Intensidade
Taxa de Filtragdo Glomerular

Fator de Necrose Tumoral



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt ettt ettt et e e eeste e eee s 17
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt sttt sttt 20
2.1 D0eNga RENAI CrONICA ......uiiiieeeeieiieiiie e e e e e e e e e e e e a s 20
2.2 Isquemia e Reperfusao ReNal............cccooiiieeiiiiiiiiiic e 22
2.3 Papel do Estresse Oxidativo Na DOENGA............ccovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee 23
2.2 Estresse Oxidativo NA DRC ... 27
2.4 Disfunc@o muscular Na DRC.............uiiiiii e 29
2.5 Mecanismos de Perda de Massa MUSCUIar ..........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 31
2.6 DRC € EXErCICIO FiSICO ....cciiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 36

S OBIETIVO GERAL ... 40
3.1 ObjetiVOS ESPECITICOS .....uuiiiiiiiieeiiiiiiee et 40

4 MATERIAIS E METODOS......c.oiieieeeeeeeeeeee ettt ettt s e easstestsstesassaesae e 41
g R o To T [T =] (1 o [ TP 41
N 1 1[0 11 = VPRSPPI 41
4.3 Delineamento EXperimental ...........ccooooeeiiiiiiiiiiiii e 41
4.3.1 DiStriDUICAO dOS GIUPOS. . .uuuuieeeeeeieieeiiiiie e e e e e e ee et is s e e e e e e e eeaaaan e e e e eeeaennns 42

4.4 Procedimentos da PESQUISEA .......cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeee ettt 43
4.4.1 Cirurgia: Isquemia e Reperfuso Renal.............ccccouviiiiiiiiiiiiiiiis 43
4.4.2 Protocolo de EXErciCio FiSICO .......uuuuuuuuuimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiinininenennnnes 43
G AU - Vg =T - 45

4.5 Coleta e Preparacdo das AMOSIIAS ......cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 45
4.6 ANAIISE BIOQUIMICA. .. .uuuiiiieeeiieieeie et e e e e e e e e e e e 45
4.7 Determinagao do estresse OXIdAtiVO .........ccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 45
4.7.1 Quimiluminescéncia estimulada por tert-butil hidroperéxido - QL.............. 45
4.7.2 Quantificacdo de Proteinas Carboniladas -PC .............cccccvviiiiiiiiiiiieenenn, 46
4.7.3 Quantificacdo de Glutationa Reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) tecidual 47

4.8 Analise morfométrica do musculo gastroCNEMIO............cevvvvvvviieiiiiiiiiiiieeeieeeen, 47
4.9 ANAlISE EStAtISHICA .. ..evvveiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 48
5. RESULTADOS ... . 50
5.1 Quimiluminescéncia estimulada por tert-butil (QL).........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 51
5.2 Quantificagdo de Proteinas Carboniladas (PC) .......ccccccevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 53
5. 3 Quantificacdo de Glutationa Reduzida (GSH) e Oxidada (GSSG) tecidual. ...54
5.4 Analise morfométrica do musculo gastroCNEMIO............ccevvvveviiiiiiiiiiiiiiiiiieenen, 55

B. DISCUSSAD .. .o ettt et 57



7. CONCLUSOES ... oottt ettt ettt e e ee s 65
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA .......ooouiieee ettt 66
APENDICE: ATIgO0......c.ecueiteeeeteetee et eeeee et ee ettt e e e e e e te et et eteete s eseste s eaeetenanens 82
ANEXO A: Aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS....... 99



17

1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) representa uma grande preocupacao de
salde publica, esta associada a aumento nos riscos de mortalidade e comorbidades.
Nos Estados Unidos, entre 2005 a 2012 aproximadamente 14% da populacao
americana adulta apresentou DRC e em determinados grupos, como 0s com idade
superior a 60 anos, a prevaléncia da doenca chegou a 25%. (DHARMARAJAN et al.
2017). No Brasil, ndo ha estimativa precisa da DRC pré-dialitica, estudos
epidemioldgicos sugerem que cerca de 3 a 6 milhdes de brasileiros apresentam
hipercreatinemia, uma taxa em torno de 3%. No entanto esses dados ndo estdo de
acordo com o panorama mundial, com estimativa de 10 a 15% da populagéo afetada
em algum grau pela DRC (LEVIN et al. 2017, MARINHO et al, 2017).

Os rins sdo 6rgdos responsaveis por varias funcbes essenciais para
equilibrio do organismo humano como regulacdo dos fluidos corporais, pressao
arterial, excrecdo de residuos, absor¢cdo de substancias indispensaveis ao
metabolismo. As doencas renais representam em todo mundo um problema de saude
com significante morbidade e mortalidade entre adultos, principalmente idosos.
Podem ser classificadas em dois tipos, lesdo renal aguda e doenca renal crbnica
(SURESHBABU; RYTER; CHOI, 2015).

A lesdo por isquemia e reperfusao (I/R) é a maior causa da doenca renal
cronica (DRC). No rim a lesédo I/R leva a consequéncias agudas e crbnicas que
culminam na diminui¢céo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e consequente aumento
nos niveis de creatina sérica (Cr), macador de disfungéo renal (STEVENS; LEVEY,
2005; SUTTON, 2009).

ApOs uma lesdo isquémica, 0s rins passam por processo de reparo, adaptacao
ao estresse, alteracdo metabdlica, infiltracdo de células inflamatérias. Uma
consequente recuperacdo incompleta da lesdo isquémica leva a uma alteracao
cronica dos rins com persistente inflamacéo, rarefacao vascular, atrofia tubular, fibrose
intersticial e hipertrofia dos néfrons remanescentes. Estudos indicam que os efeitos
imediatos e tardios de uma lesao renal aguda estao relacionados com a cronicidade
do disturbio renal e prejuizo da funcao levando ao desenvolvimento de DRC (GRGIC
etal. 2012; YANG et al.; STRAUSSER; NAKANO; SOUMA, 2018; VENKATACHALAM
et al., 2015; ISHANI et al., 2009; SCHNAPER, 2017).
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A DRC leva a uma disfuncdo muscular importante caracterizada por perda de
massa muscular que contribui para aumento da morbidade e mortalidade, com sérios
prejuizos para qualidade de vida do individuo. Varios fatores relacionados a uremia
contribuem para o desequilibrio do balango proteico como a reducéo da ingestédo de
nutrientes, inatividade fisica, acidose, inflamacédo e sepse (ADAMS; VAZIRI, 2005;
CARRERO et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na perda de massa muscular incluem aumento da
degradacdo de proteinas, diminuicdo da sintese proteica e comprometimento das
células satélite. Além disso, o estresse oxidativo presente na DRC € um importante
regulador das vias que modulam a atrofia muscular (BAILEY et al., 20016; TUCKER,;
SCANLAN; DALBO, 2015; POWERS; KAVAZIS; MCCLUNG, 2007).

Estratégias terapéuticas que contribuem para diminuir a perda de massa
muscular na DRC incluem terapia hormonal, otimizacdo na ingesta de nutrientes e
exercicio fisico (JOHANSEN; PAINTER, 2012).

O treinamento fisico aerébio € uma das modalidades terapéuticas que tem
recebido muita atencdo pois reduz sintomas da uremia, inflamag&o, marcadores do
estresse oxidativo, com melhora da funcdo muscular esquelética, capacidade de
exercicio e qualidade de vida dos individuos (HEIWE; JACOBSON, 2011).

Apesar do exercicio aerdbio estar associado a maior producéo de radicais livres
devido aumento do consumo de oxigénio e ativacdo de via metabdlicas especificas,
sabe-se que a longo prazo, durante um treinamento cronico, ha uma adaptacdo ao
estresse oxidativo com incremento na defesa antioxidante e diminui¢cdo do perfil
inflamatério (SCHNEIDER; OLIVEIRA,2004).

Alguns protocolos de treinamento fisico que incluiram exercicios aerébios e de
resisténcia tém apresentado efeitos positivos como diminui¢cdo do estresse oxidativo,
inflamac&o e preservagédo da massa muscular na DRC. No entanto, outro estudo nao
observou diferenca significativa nos biomarcadores de estresse oxidativo de
individuos com DRC submetidos a 12 meses de intervengdo com exercicio aerébio e
de resisténcia, intensidade moderada (ABREU et al. 2017; KOPPLE et al. 2007,
SMALL et al. 2017).

Embora existam muitos estudos que recomendam a necessidade da pratica
do exercicio fisico como parte do tratamento para os pacientes com DRC, ainda nao
se reconhece com clareza seu verdadeiro efeito sobre uma série de fatores clinicos.

Isso pode ser consequéncia de diferentes protocolos de exercicios descritos na
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literatura, incluindo diferentes modalidades (aerébio, resisténcia ou a combinacéo de
ambos) e intensidades. Além disso, devido a dificuldade de estudar algumas variaveis
em individuos humanos, ainda € inconclusivo até que ponto o treinamento fisico é
benéfico para individuos com DRC e qual intensidade de treinamento ofereceria maior
beneficio ou maleficio (WILLIAMS; FASSETT; COOMBES, 2014). Nesse sentido o
uso de animais se configura em uma importante estratégia para elucidar hipéteses
que seriam dificeis em humanos.

Dessa forma o objetivo deste estudo é analisar efeito do treinamento aerdbio
de alta intensidade sobre parametros de estresse oxidativo e morfometria muscular

em um modelo animal de doenca renal.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doencga Renal Crbnica

A Doenca Renal Cronica (DRC) configura-se no contexto das Doencas
Crbnicas ndo Transmissiveis (DCNT). As DCNT s&do um problema de saude global e
caracterizam-se como uma das principais fontes de cargas de doencas no Brasil e
ameacam a saude e o desenvolvimento humano. A carga dessas doencas recai
especialmente sobre paises de baixa e média renda. Individuos acometidos por algum
tipo de doenca crdnica sofrem alteracdes no seu cotidiano provocadas por restricbes
decorrente da enfermidade e seu tratamento (DUCAN et al, 2012).

Considerada uma epidemia mundial, a DRC € um grave problema de saude
publica. Estima-se que no mundo ha cerca de 1,4 milhdes de individuos com a doenca,
com um aumento anual de 8%. No Brasil, segundo Inquérito Brasileiro de Didlise
Crbnica de 2016, hd em torno de 122.825 pacientes em dialise, perfazendo um
aumento anual de 6,3%. Entretanto, dados relacionados a DRC nao dialitica ainda
sd0 escassos, mas estima-se que ha cerca de 3 a 6 milhdes de brasileiros com a
funcdo renal alterada. As principais doencas de base para DRC s&o hipertenséo
Arterial e Diabetes Mellitus (BASTOS, KIRSZTAJN, 2011).

A deteccdo precoce da doenca renal possibilita condutas terapéuticas
apropriadas para o retardamento da sua progressao, além da reducao do sofrimento
do paciente e sua familia. Nesse sentindo, a Kidney Disease Outcome Quality Initiative
(KDOQI), introduziu um modelo conceitual para abordagem da DRC que
compreendeu avaliacdo, classificacdo e estratificacdo de risco. Esse modelo incluiu
antecedentes associado ao aumento do risco em desenvolver DRC, estagios iniciais
que poderiam progredir ou levar a complicacdes e doenca renal terminal, quando o
individuo necessita de terapia de substituicdo renal. A partir de entdo, o diagndstico
da DRC baseia-se em trés componentes: anatdmico ou estrutural (marcadores de
dano renal); funcional (baseado na TFG) e temporal. Com base na TFG a doenca foi
entdo classificada em cinco estagios, sendo que sinal clinico mais claro de leséo renal
€ a presenca de albumindria e taxa de filtracdo glomerular (TFG) abaixo de 60 mL/min
(K/DOQI, 2002; EKNOYAN, 2003; ROMAO JUNIOR, 2004; LEVEY et al., 2011).

O sistema de classificacdo e estadiamento da DRC permite uma

padronizacao da terminologia e facilita a comunicacdo dos profissionais de saude da
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area e a tomada de decisdo para acompanhamento da progressao da doenca. Assim,
todos os pacientes com diagnéstico da DRC ou que fazem parte do grupo de risco,
devem ser classificados de acordo com estdgio de lesdo renal (ENE-IORDACHE et
al., 2016; BASTOS; KIRSZTAJN ,2011).

Entretanto essa classificacdo ndo oferece parametros para analise do efeito
funcional nos demais sistemas do organismo, que sédo afetados em estagios iniciais
da DRC. Até alguns anos atrds, os estudos eram voltados para o estagio final da
doenca, no sentido de buscar aprimoramento nas terapias dialiticas e transplante
renal. Atualmente as pesquisas se concentram no diagnostico precoce da DRC e uma
abordagem preventiva de sua evolugcdo ou comorbidades, baseados no aumento
significativo da prevaléncia da doenca nos ultimos anos em todo mundo. Dessa forma,
emergiu o reconhecimento de que a DRC é uma doenca multifatorial, problema de
saude publica com prevaléncia ascendente e precisa de diagndstico precoce para que
o tratamento o individuo se inicie na fase pré-dialitica, promovendo a manutencéo da
funcdo renal e seu declinio progressivo, além de diminuir a necessidade de terapia
renal substitutiva e transplantes, que juntos geram um enorme impacto nos gastos
publicos (HALLAN; ORTH, 2010; LEVEY et al., 2011).

A identificacdo precoce da DRC configura-se desafiadora, devido acesso
limitado aos servicos de saulde, escassez de médicos especializados para o
acompanhamento adequado dos individuos em estagios iniciais. Além disso, auséncia
de sistema de informacdo preciso que pudesse gerar dados confiaveis sobre a DRC
contribui para deficiéncia de dados epidemiolégicos confidveis. No Brasil, alguns
estudos sugerem 1,5% de DRC auto referida, niveis elevados de creatinina séria em
3% da populacgéo, considerando esses dados, estima-se que 3 a 6 milhdes de adultos
teriam a doenca. A deficiéncia na estimativa da prevaléncia da DRC em estagios
iniciais dificulta o planejamento de acdes preventivas e assistenciais (BARRETO et
al., 2016; ENE-IORDACHE et al.,2017; MARINHO et al., 2017).

A causa da doencga renal, muitas vezes néo é facilmente perceptivel, porém
evidéncia epidemiologica sugere que a doenca vascular, pode ser a etiologia
predominante. Varios estados fisiopatoldgicos e medicamentos podem contribuir para
a diminuicdo do fluxo sanguineo renal e levar a leséo por isquemia e reperfusdo (I/R)
(BONVENTRE; YANG, 2011; STEVENS; VISWANATHAN; WEINER, 2010).
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2.2 Isquemia e Reperfusdo Renal

A lesé@o por (I/R) pode ser definida como toda alterac@o devida a privagédo
e reestabelecimento do suprimento de oxigénio aos tecidos e 6rgaos. Trata-se de um
fenbmeno complexo que envolve ndo apenas os efeitos intracelulares, mas tambéem
uma lesédo inflamatéria (THOMPSON et al., 2007).

O rim € composto por uma populagéo de diferentes células que funcionam
em conjunto para executar um certo nimero de processos controlados e complexos.
O processo de isquemia leva a mudancas moleculares na vasculatura e intersticio do
rim, e a reperfusdo da origem a uma resposta inflamatéria aguda. Juntos, esses
eventos induzem o rim a uma lesao, resultando em uma alteracdo da filtracédo
glomerular. A persisténcia dos eventos isquémicos leva a uma gradual e permanente
lesé@o renal e consequente doenca crénica. Estudos em animais demonstraram que
as consequéncias da isquemia/reperfusdo dependem da duragéo, sendo 20 a 35
minutos, o tempo maximo que o rim pode tolerar a isquemia. Em humanos, rins
expostos a 1 hora de I/R durante um transplante renal, torna-os inviaveis.
(THOMPSON et al., 2007; SHARFUDDIN; MOLITORIS, 2011; REQUIAO-MOURA et
al., 2015).

Durante a isquemia, a privacdo de oxigénio leva a deplecdo de ATP
(trifosfato de adenosina) e do metabolismo energético. Para sustentar a viabilidade
celular, os tecidos passam a utilizar a glicélise anaerébica como fonte de energia. No
entanto, o metabolismo anaerdbio ndo satisfaz a demanda de tecidos aerébicos e,
como consequéncia os niveis de ATP intracelular caem rapidamente. I1sso resulta em
alteracdo do transporte dos elétrons ao longo da cadeia respiratoria e diminuicéo
intracelular do pH. Apds a oxigenacdo e durante a reperfusdo, espécies reativas de
oxigénio (ERO) sdo produzidos por reducdo incompleta de oxigénio molecular nas
mitocondrias desacopladas. Nesse momento o sistema antioxidante, representado
pelas enzimas superoéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, € requisitado
para efetuar a protecéo das células contra radicais que, no entanto, tem uma taxa de
formacao maior que sua remocgéao. O dano oxidativo inclui danos ao DNA (hidroxilagéo
da guanina) e a peroxidacdao lipidica é responsavel por lesbes nas células, tecidos e
orgaos. (VOLKER, 2011; LIU et al., 2011; GUELLEC et al., 2018).

Durante a isquemia renal a diminuigdo do fluxo sanguineo ndo é uniforme,

sendo mais proeminente na regido medular que no cértex renal. Quando o suprimento
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de sangue é interrompido transitoriamente, 0s niveis de oxigénio sdo mantidos através
da reducdo da TFG e transportes de solutos nos tubulos renais. Esse mecanismo
protetor € prejudicado pela producédo de ERO, que causa uma diminui¢do ainda maior
do fluxo sanguineo medular. O aumento na producdo de ERO leva a uma leséo
endotelial durante a reperfusdo, responsavel por uma cascata de eventos lesivos ao
tecido renal. Além disso, a consequente resposta inflamatoria também leva a
congestdo 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 hipoperfusdo (SUTTON, 2009).

A perda da microvasculatura renal cria um ambiente hipoxico e produz a
progressao da fibrose, rarefagéo 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 reversao da isquemia,
sugerindo que a agresséao isquémica leva a um estado hipéxico cronico (BASILE et
al., 2001).

A reducdo da funcdo renal leva a retencdo de solutos urémicos,
consequente inflamacéo, estresse oxidativo e resisténcia a insulina, promovendo a
perda de massa muscular. A atrofia muscular esta associada a doenca cardiovascular,
alteracdes metabolicas, reducdo da funcao fisica e equilibrio que geram grande
impacto na qualidade de vida e progressao da doenca (HARADA et al.,2017).

Diferentes mecanismos estdo envolvidos nos principais processos
lesionais aos rins consequentes a I/R, incluindo estresse oxidativo, inflamacgéo e
expressao de citocinas, morte celular, disfungéo microvascular, ativacdo do sistema
imune ou fibrose intersticial (SALVADORI; ROSSO; BERTONI, 2015; BELLOMO;
AKELLUM; RONCO, 2012).

2.3 Papel do Estresse Oxidativo na Doenca

O oxigénio é essencial a vida, porém pode participar do processo de destruicao
dos tecidos através da formacdo das espécies reativas. As espécies reativas de
oxigénio (ERO), bem como as de nitrogénio (ERN), conhecidas coletivamente como

radicais livres, sdo produtos do metabolismo celular normal, ocorrem na mitocéndria,
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membranas celulares e no citoplasma e tém um importante papel na defesa contra
infeccdes. Entretanto um excesso na producao de espécies reativas associado a uma
falha do sistema oxidante pode ser deletério e gerar doencas (VALKO et al, 2004;
GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).

A teoria da existéncia dos radicais livres, estresse oxidativo e sua relacdo com
as doencas comecou a ser esclarecida quando Gerschman et al. (1954) observaram
em seus experimentos que a intoxicagdo por oxigénio produzia efeitos letais,
possivelmente, através da formacao de radicais livres. A partir de entéo iniciou-se uma
pesquisa intensa no campo dos radicais livres e sistemas biolégicos. McCord e
Fridovich (1969) produziram um importante trabalho sobre o papel do antioxidante
enzimatico, evidenciando a importancia dos radicais livres nos sistemas vivos.

Desde entdo, estudos tem demonstrado que o0s sistemas vivos
desenvolveram uma adaptacdo a convivéncia com os radicais livres e os utilizam em
varias funcdes bioldgicas, tanto para protecdo como para gerar doenca (MITTAL;
MURAD, 1977). Harman (1988), publicou uma importante revisédo, onde abordou a
relacdo do envelhecimento e os radicais livres. Neste documento o autor conjecturou
gue as doencas de "radicais livres" caracterizavam-se como principais causam de
morte, sob a forma de cancer e aterosclerose, indicando a relacéo estresse oxidativo
e doencas crbnicas.

A producdo de radicais livres pode ocorrer em todas as células aerdbicas
durante a ativacdo maxima das células de defesas e no combate a processos
infecciosos, no entanto, apresentam um potencial destruidor das membranas
bioldgicas. O radical hidroxila (OH *) em combinacdo com metais e outros radicais,
transforma-se na ERO mais reativa. Pode causar alteracdes na estrutura do DNA e
gerar inativagdo ou mutagdo, inativar enzimas e esta relacionada a peroxidacéo
lipidica. O peréxido de hidrogénio (H20:2), apesar de nédo ser considerado um radical
livre, € um metabolico do Oz extremamente deletério, pois durante sua metabolizagéo
ocorre a formagéo do radical hidroxila, atravessa camadas lipidicas, pode reagir com
a membrana eritrocitaria e proteinas ligadas ao ferro intracelular. Esse metal pesado
mais abundante no corpo humano esta fortemente relacionado com a catalisagédo das
reacoes de oxidacdo (MATSUBARA, 1977; BARBOSA et al., 2010).

Nos sistemas bioldgicos aerobicos é fundamental a existéncia de um equilibrio
entre agentes oxidantes e sistema antioxidante. Esse sistema age protegendo a célula

de duas formas: neutraliza os agentes antes que eles causem danos ou reparam a
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lesdo ocorrida. Existem trés sistemas antioxidantes, enzima Superéxido dismutase
(SOD) na sua duas formas: SOD-cobre-zinco, presente principalmente no citosol, e
SOD-manganés, presente na mitocondria, enzima catalase (CAT) e o terceiro
constituido pela Glutationa em conjunto com duas enzimas, a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa redutase (GRd). Além dos antioxidantes, considerados de baixo
peso molecular, como os carotenoides, a bilirrubina, a ubiguinona e o acido urico,
porém, as mais importantes micromoléculas s&o o acido ascorbico (vitamina C) e o a-
tocoferol (vitamina E) (CADENAS, 1997; BARBOSA et al., 2010).

A glutationa reduzida (GSH) € um tripeptideo formado pelos aminoacidos
glicina, cisteina e &cido glutamico, previne dano a importantes componentes celulares
causados por ERO. Considerado um marcador de dano celular, participa da
detoxicacdo de agentes quimicos e eliminacao de produtos da lipoperoxidacéo. Apés
a exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo em Glutationa oxidada
(GSSH) pela acdo da GPx. A GRd recupera a oxidacao sofrida pela GSH, as custas
de NADPH, apds exposicao ao radical livre, essa etapa é essencial para manutencao
do sistema de producgéo. As células integras mantém uma razdo GSH/GSSG alta. A
diminuicao dos niveis de GSH esta associada com maior suscetibilidade a lesao renal
decorrente de I/R renal e lesdo oxidativa (TAK YEE; JONES, 1990; HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004).

A catalase (CAT) é encontrada em todos os o6rgdos, principalmente nos
hepatdcitos e eritrdcitos, participa na reducao de H202 em H20 e O2. A SOD protege
o DNA e catalisa a dismutacdo do radical superdxido em peréxido de hidrogénio e
oxigénio (VINCENT; INNE; VINCENT, 2007; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Varias situacdes podem levar ao processo de estresse oxidativo como
sofrimento celular, toxicidade, inflamacéo, doencgas crénicas. Em consequéncia a
agressao sofrida pela célula, da-se inicio a acdo do sistema antioxidante com a
limpeza do radical superéxido e formacgéo de peréxido de hidrogénio toxico por varias
enzimas antioxidantes que tém significado progndéstico em varios tipos de doencas
(KRATA et al., 2018).

O termo redox refere-se ao equilibrio entre oxidacéo e redugéo celular. O
estado redox de uma célula é mantido dentro de um estreito equilibrio, assim como,
por exemplo, a manutenc&o do pH. Em condi¢des patologicas esse delicado equilibrio
pode ser alterado. Os radicais livres e as espécies reativas operam a baixa, porém

mensuravel, concentracdo na célula. Suas concentracdes sdo determinadas pelo



26

equilibrio entre suas taxas de producéo e remocdao pela defesa antioxidante (VALKO
et al., 2007).
Na figura 01 estd ilustrada os mecanismos celulares relacionado ao

estresse oxidativo e o estado redox da célula.

Membrana
Injuria NADPH

(dano celular e tecidual) 0""’“‘ Celular

GSH- soon.ugane

\ 02
NADP* NADPH
500
TOXICICIDADE | o & < méo,
(Dietética ou fatores 2>
1_: i Ped Wﬁm
INFLAMAGAO i
G Mitocondria @ Red @o;

(Toxicos urémicos)
" Citalase
A\ 7 FR/ = \ H20
CANCER e i

u
Red m ox
(Aumento do metabolismo / R \

celular, mutagdes) | B Ox

[ Nideo |
(\ =0 — ). DANO /
.® / MO,
Dt NG o/

Lipidios DNA Proteina

(

N
NADP* NADPH

Figura 01. Mecanismos celulares relacionados ao estresse oxidativo e estado redox. Por meio da
reacdo de dismutacao, a superéxido dismutase (SOD) catalisa a geracado de perdxido de hidrogénio
(H202) a partir do radical superéxido (O2¢). As enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
se integram para impedir o acumulo de H202 que, apesar de ndo ser um radical livre, é igualmente
reativo e capaz de promover danos potenciais. A GPx reduz o H202 a agua, através da conversao
da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), que promove ac¢do oxidante em funcdo da ligacéo
dissulfeto existente em sua estrutura. Na sequéncia, glutationa redutase (GRd), recupera a glutationa
reduzida (GSH). Modificado de Krata et al.,2018.

A capacidade antioxidante é dada principalmente pela GSH, considerada
um tampao celular, indicador representativo do ambiente redox da célula. Em
condicBes de estresse oxidativo aumentado, o conteddo de GSSH aumenta e um
grande numero de proteinas envolvidas na sinalizacdo, como receptores, proteinas
quinases e alguns fatores de transcricdo, podem ser alterados na sua funcao
(SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Quando as proteinas sdo oxidadas, servem de substrato para a digestao
proteolitica e contribuem para manutengcdo do equilibrio redox na célula. Apos a
exposicdo ao radical livre a protedlise pode aumentar em até 10x. O ciclo celular é
caracterizado por flutuacbes no ambiente redox, mediado, principalmente, por
alteracOes intracelulares na concentragdo de glutationa. A GSH desempenha um
papel importante no resgate de células de apoptose pois, deple¢do de GSH, torna o
ambiente celular mais oxidante e leva ao inicio da apoptose. Geralmente, um

ambiente mais redutor (mantido por niveis elevados glutationa e tioredoxina) estimula
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proliferacdo e uma ligeira mudanca no ambiente para uma oxidacdo moderada inicia-
se a diferenciacdo celular. Nesse sentido, é possivel constatar que a apoptose é
induzida por estimulos oxidantes moderados, a necrose é induzida por um efeito
oxidante intenso. Assim o ambiente redox é um determinante critico para o gatilho de
morte celular (VOEHRINGER et al., 2000; DROGE, 2002; EVENS, 2004).

Em situacdes de estresse oxidativo elevado, ocorre a oxidacdo de
componentes celulares como tiois, cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e
lipideos, principalmente acidos graxos polinsaturados, mediada pelos radicais livres.
Essa reacdo presente nas membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um
processo em cadeia conhecido como peroxidacgéao lipidica ou lipoperoxidacao (LPO),
qgue pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse oxidativo celular
(HALIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIMA; ABDALLA, 2001).

Em resposta a LPO da membrana, e de acordo com circunstancias
metabdlicas celulares especificas e capacidade de reparo, as células podem
promover a sobrevivéncia celular ou induzir morte celular. Sob taxas de peroxidagao
lipidica fisiologica ou baixa (condi¢cdes subtoxicas), as células estimulam sua
manutencdo e sobrevivéncia através de defesa antioxidante e continua ativacéo de
sistemas ou vias de sinalizacdo que regulam proteinas antioxidantes, resultando em
uma resposta adaptativa ao estresse. Entretanto, sob médias ou altas taxas de
peroxidacao lipidica (condi¢cBes tdxicas) a extensdo do dano oxidativo sobrecarrega a
capacidade de reparo, e as células induzem apoptose ou necrose, processos esses
gue podem levar danos celulares e facilitar o desenvolvimento de varios estados

patoldgicos e envelhecimento acelerado (GATE et al., 1999).

2.2 Estresse Oxidativo na DRC

O estresse oxidativo (EO) desempenha um papel fundamental na progressao
DRC, por leséo glomerular e isquemia renal e, indiretamente, com inflamagéo,
hipertenséo e lesdo endotelial que leva a disfuncéo renal. Um crescente niumero de
evidéncias demonstra que individuos com doenga renal crbnica apresentam um
aumento do EO mesmo em estagios iniciais da doenca, progride gradualmente com o
agravamento do comprometimento renal com exacerbacgao pela hemodialise. A DRC
€ acompanhada de oxidacdo pronunciada de proteinas, carboidratos e lipidios,

levando a peroxidacao lipidica e o acumulo de produtos de glicagdo que causam



28

danos graves aos tecidos (STENVINKEL et al., 1999; LOCATELLI et al., 2003;
LIAKOPOULOS et al., 2017).

No rim, o EO pode causar mudancgas drasticas, pois as moléculas oxidantes
contribuem para a lesé@o renal progressiva, promovendo a isquemia, por incitar leséo
glomerular, morte celular e apoptose e, finalmente, estimulando um processo
inflamatorio grave. Dessa forma, o EO é um preditor de mortalidade e morbidade
nesses pacientes. Existem diferentes mecanismos que poderiam explicar a EO
elevado em pacientes com DRC. Um dos mecanismos envolvidos seriam as
caracteristicas do individuo e sua carga de doenca, idade avancada, diabetes e
hipertenséo arterial que predispdem a niveis crescentes de EO em comparacdo com
a populacédo em geral (CACHOFEIRO et al.,2008; KRATA et al., 2018).

Outra causa do EO em pacientes com DRC é a inflamacéo. Individuos com
DRC apresentam um quadro de inflamacado crbénica caracterizado pela ativacao de
leucdcitos polimorfonucleares e mondécitos. Estas células inflamatérias aumentam a
secrecdo NADPH oxidase e mieloperoxidases que aumentam a formacao de espécies
reativas de oxigénio. Leucdcitos de individuos com DRC produzem anions superoxido,
qgue inativam o oOxido nitrico, reduzindo a capacidade de dilatacdo dos vasos
sanguineos, o que contribui para a hipertenséo. A disfunc¢édo endotelial induzida por
estresse oxidativo e alteracdes na permeabilidade vascular levam a entrada de
colesterol na camada intima das artérias e aumento dos niveis de oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), que estdo envolvidos no processo de
aterosclerose. Essas alteracdes levam a proteindria, sinal de dano glomerular
associado, que por sua vez, acarreta secrecao de citocinas pré-inflamatdrias, o que
aumenta producdo de espécies reativas de oxigénio, piorando a lesdo renal
(PRABHAKAR et al., 2007; PUTRI; THAHA 2014).

Finalmente, em um estado de estresse oxidativo, a oxidacdo das membranas
lipidicas dos eritrocitos diminui sua elasticidade encurtando seu tempo de vida e
aumentando a probabilidade de hemolise. Isso pode explicar a causa da anemia em
pacientes com DRC, além reducéo da sintese da eritropoietina (KARAMOUZIS et al,
2008; LIGUORI et al., 2018).

Geralmente, a alteragdo no estado redox sistémico pode ser detectada em
estagios iniciais de DRC e tende a aumentar junto com a progressao da doenca renal,
0 que se traduz em lesédo tecidual generalizada e contribui para comorbidades

associadas. O aumento de mediadores do EO ndo é acompanhado por um aumento
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da capacidade antioxidante do corpo, o que induz a um desequilibrio no estado redox
do paciente com DRC. Além disso, niveis aumentados de carbonilacdo de proteinas
podem indicar ou mesmo contribuir para disfungao renal progressiva (KARAMOUZIS
et al., 2008; TUCKER; SCANLAN; DALBO, 2015; MIRANDA-DIAZ et al., 2016).

O dano oxidativo a proteinas leva a formacdo de carbonila, processo
conhecido como carbonilacdo de proteinas, relatado na DRC. Esse processo é
consequéncia da interacdo dos radicais livres com residuos de aminoacidos, tais
como lisina, arginina, prolina e treonina, considerado biomarcador mais geral e
comumente utilizado a longo prazo para medir o estresse carbonilico. Miyata et al.
(1999) notaram que a carbonilacdo de proteinas poderia ser o resultado de
complicagbes da uremia a longo prazo. No entanto, a relagéo precisa entre o estresse
oxidativo e a carbonilagdo de proteinas ainda ndo estdo claros (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG; ARNER, 2001).

2.4 Disfungcdo muscular na DRC

A DRC cursa com fraqueza muscular, perda de massa muscular, resisténcia
limitada, intolerancia ao exercicio e fadiga, anormalidades morfolégicas e funcionais,
denominadas coletivamente de Miopatia Urémica. Sabe-se que as alteracdes
musculares acontecem primariamente na DRC (CAMPISTOL, 2002).

Os mecanismos relacionados ao estado urémico estéo envolvidos na perda de
massa muscular, como aumento da degradacao de proteinas, diminui¢do da sintese
proteica e comprometimento das células progenitoras musculares (BAILEY, 2006).

Um importante desencadeador da perda de massa muscular na DRC é a
deficiéncia/resisténcia do hormonio do crescimento (GH) e diminui¢do na sinalizacao
do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1). Essas altera¢des levam a
aumento da protedlise mediada pela caspase 3 e consequente ativacdo do sistema
ubiquitina-proteossoma (SUP), inibicdo da fosforilacdo da proteina quinase B (AKt),
relacionada a diversas vias de sinalizagdo no controle do metabolismo, proliferacéo e
crescimento muscular (LECKER, 2006; WIEZEL et al., 2014; NADER, 2005;
PICKERING et al., 2002; WORKENEH et al., 2006)

Além disso, o estresse oxidativo presente na DRC €& um importante regulador
das vias que modulam a atrofia muscular. Os primeiros indicios ligando estresse

oxidativo ao processo de atrofia muscular apareceram na literatura a mais de duas
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década, associando essa disfuncdo muscular e aumento de biomarcadores de
estresse oxidativo, por exemplo lipoperoxidacéo lipidica (BARAZZONI et al., 2012;
POWERS; KAVAZIS; MCCLUNG, 2018).

A capacidade de promover o crescimento dos muasculos é um processo
altamente regulado. Musculos maduros sédo formados por fibras musculares que sao
circundadas por uma lamina basal, que abrange nao apenas miofibrilas, mas também
células satélites (também conhecidas como células precursoras de musculos). Essas
células sdo geralmente quiescentes, mas em resposta a lesées musculares ou
alteracdes nos niveis de fatores de crescimento (por exemplo, IGF-1), comecam a
expressar os fatores reguladores miogénicos Myf-5 e proteina de determinacéo de
mioblastos 1 (MyoD). A expressdo desses fatores € seguida por proliferacdo e
diferenciacdo das células satélites, resultando em mioblastos e, posteriormente,
midcitos . Estes passam por fusdo e posterior diferenciacao para formar miofibrilas e
podem, portanto, reparar ou ampliar miofibrilas (Zhang et al., 2010; GREFTE et al.,
2007).

Ha evidéncias que na DRC a funcao das células satélites esta prejudicada pela
diminuicdo do IGF1 em realizar sintese e degradacdo de proteina muscular e
diminuicdo de MyOD, interruptor das células satélites. O IGF1 esta envolvido em
muitos processos de desenvolvimento, incluindo proliferacéo celular, diferenciacéo e
regeneracao, na DRC sua sinalizacdo esta prejudicada, provavelmente devido a
inflamacéo e aumento das citocinas pré-inflamatérias que também sao reguladas pelo
IGF1. Dessa forma, inflamacéao, altos niveis de angiotensina Il ou Interleucina 6 (IL6),
podem desempenhar um papel na supressdo das células satélites via diminuicao da
sinalizacdo de IGF1l. (ZHANG et al, 2010; SUN et al., 2004; KIEPE et al.,2005;
BARBIERI et al., 2002).

Outro fator que contribui para perda de massa muscular é supressao da sintese
de proteinas. Proteinas celulares no citosol, nicleo e organelas sdo continuamente
degradados e substituidos pela sintese de proteinas. As taxas desses processos
diferem amplamente, enzimas tém meias-vidas de minutos, algumas proteinas duram
dias e proteinas estruturais sdo ainda mais estaveis. A taxa média de turnover de
proteina também varia entre tecidos, células hepaticas humanas sdo substituidas a
cada poucos dias, enquanto a substituicdo de proteinas nos musculos ou no cérebro

ocorre durante semanas. Esta variabilidade consideravel na rotatividade de proteinas
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significa que o maquinario proteolitico deve ser altamente seletiva e firmemente
regulado (MITCH; GOLDBERG, 1996).

Adey et al (2000) observaram sintese muscular defeituosa na DRC. Os
pesquisadores mediram taxas sintéticas de proteinas musculares mistas, cadeia
pesada de miosina e proteinas mitocondriais em amostras de bidpsias musculares em
série durante uma infusdo continua de leucina em 12 pacientes com insuficiéncia renal
cronica e 10 controles saudaveis. Os autores observaram que pacientes com
insuficiéncia renal cronica tém niveis significativamente reduzidos de sintese de vérias
proteinas musculares, indicando ser esta a provavel base bioquimica da fraqueza
muscular e atrofia visto nos individuos com DRC.

Outro fator importante a ser considerado é a acidose metabolica. Bailey, Ding
e Mitch (1996) observaram que o desenvolvimento de acidose metabdlica em ratos
com DRC causa perda de estoques de proteina muscular, estimulando principalmente
a degradacédo de proteinas mais do que inibindo sua sintese. Quando a acidose
causada pela DRC foi corrigida, a degradacdo das proteinas musculares diminuiu,
sugerindo que o principal efeito da acidificacdo no turnover de proteina muscular é
estimulacdo da degradacao de proteinas. Em estudos de musculo cultivado células e
musculos isolados, acidose metabdlica aumentada a expressdo de mRNA de
ubiquitina e subunidades do proteassoma, indicando ativacdo da proteodlise (MITCH,;
BAILEY; GOLDBERG, 1994).

2.5 Mecanismos de Perda de Massa Muscular

A diminuicdo de massa muscular em pacientes com DRC tem impacto
negativo na qualidade de vida e supressao da expectativa de vida. Varios mecanismos
podem induzir a proteélise muscular nesses individuos. Muitos sistemas proteoliticos
contribuem para a degradacdo de proteinas musculares. As proteases mais
importantes no musculo estriado esquelético séo as proteases ativadas pelo Ca2+ (ou
calpainas), caspase-3 e 0 sistema ubiquitina-proteassoma (SUP) (POWERS;
KAVASIS; DeROUISSEAU, 2005).

As calpainas (I e Il) sdo proteases dependente de Ca?*, ativadas no
musculo durante o desuso ou doencas. A funcao das calpainas € liberar as proteinas
sarcoméricas pela clivagem de proteinas do citoesqueleto (titina e nebulina),

responsaveis pela ancoragem dos elementos contrateis. A atividade das calpainas é
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regulada por muitos fatores, incluindo calcio citosélico e concentracéo de calpastatina,
um inibidor enddgeno de calpainas. Dessa forma, qualquer fator capaz de aumentar
a concentracdo de calcio citosolico e/ou diminuir niveis de calpastatina pode aumentar
a atividade das calpainas. A ERO pode interferir na concentracdo do célcio, pois 0s
produtos da lipoperoxidacéo podem reduzir a atividade da Ca2+-ATPase, levando ao
seu acumulo e consequentemente ativando vias proteoliticas dependente de calcio. A
ativacdo do sistema de calpainas no musculo estriado esquelético encontra-se
resumida na figura 3 (GOLL et al., 2003; PURINTRAPIBAN; WANG,; FORSBERG,
2003; KOURIE, 1998; SIEMS et al., 2003).
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Figura 2. llustracdo da liberag&o de miofilamentos mediada por calpaina na atrofia. Fonte: Adaptado
de Powers, Kavasis, e DeRuisseau (2005).

Harwood et al (2003) observaram em seu estudo aumento da atividade da
calpaina e caspase 3 no musculo cardiaco de ratos urémicos. Os autores sugerem
gue a uremia é a principal causa de estimulo dessa via de protedlise.

Outro importante mecanismo que degrada proteinas no musculo (e em
outros tecidos) € o sistema ubiquitina-proteassoma (SUP). A atividade deste sistema
e regulada em vérias etapas que estéo ilustradas na figura 2 (LECKER; GOLDBERG,;
MITCH, 2006).
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Figura 3. llustracdo da degradacéo proteica induzida por SUP na DRC. Abreviaturas: CP, particula
central; RP, particula reguladora; Ub, ubiquitina; UPS, sistema ubiquitina-proteassoma. Modificado
de Wang e Micth (2014).

Quando uma proteina é destinada a degradacdo primeiro € marcada pela
adicao de ubiquitina, um pequeno membro da familia de proteinas de choque térmico.
Esta reacdo requer ATP e inicia-se por uma enzima de ativacdo da ubiquitina E1,
seguida de interacdo com aproximadamente 20 proteases portadoras da ubiquitina E2
gue podem interagir com uma enzima ubiquitina-ligase E3. Na presenca de ATP, a
ubiquitina ativada é transferida para uma lisina da proteina ou para lisinas que estéao
contidas na ubiquitina. O processo € repetido até que uma cadeia de cinco proteinas
ubiquitinas forme um complexo que é reconhecido pelo proteassoma 26S e a proteina
marcada é subsequentemente degradada (WANG; MICTH, 2014).

A degradacdo de uma proteina marcada ocorre no proteassoma 26S, um
complexo consistindo por mais de 60 subunidades proteicas. O complexo € composto
de um nucleo em forma de barril de 20S e particulas reguladoras 19S em uma ou
ambas as extremidades do proteassoma 20S. Notavelmente, as particulas 19S
consistem em muitas subunidades, que reconhecem as cadeias de poliubiquitinas que
estdo ligadas as proteinas. Usando o ATP, as particulas 19S clivam a cadeia de
poliubiquitina da proteina substrato para liberar a ubiquitina, que pode ser reciclada
para marcar outras proteinas do substrato. As particulas 19S usam o ATP para
desdobrar proteinas, de modo que a proteina pode ser “injetada” na particula 20S,
onde é convertida em peptideos, que sao liberados no citoplasma e degradados pelas
peptidases citoplasmaticas (SARIC; GRAEF; GOLDBERG, 2004; GROLL etal., 2000).

Outra via relaciona a atrofia muscular € a ativagdo de um grupo de proteases
denominado de capases que degradam proteinas e podem provocar morte
programada das células. A caspase-3 e SUP trabalham em conjunto para estimular a
perda de massa muscular em condi¢des catabdlicas (como a DRC) e atua para clivar

a estrutura complexa das proteinas musculares. A estimulacdo da atividade
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proteolitica da caspase-3 deixa um marcador de protedlise na fracdo insoluvel do
tecido muscular, que acelera a degradacdo da actina. Além disso a atividade da
caspase-3 pode estimular a degradacdo proteica mediada pela SUP no musculo
estimulando diretamente a atividade proteolitica do proteassoma. O mecanismo
bioquimico envolve a clivagem de proteinas subunitarias especificas da particula 19S,
gue estao localizadas perto da abertura do canal central do proteassoma 20S e a sua
clivagem pode, portanto, aumentar a quantidade de proteinas desdobradas a ser
inserida no canal do proteassoma 20S (o local da protedlise). A chave da interacédo
entre as vias de ativacao da caspase-3 é que ambos 0s caminhos podem ser ativados
por ERO (figura 4) (WANG et al., 2010;(POWERS; KAVASIS; DERUISSEAU, 2005).
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Figura 4. Representacéo esquematica das vias de sinalizacdo que levam a ativagdo de caspase-3.
Essas vias podem ser ativadas por estresse oxidativo, aumentando calcio intracelular e atividade de
calpaina. Existe interacdo entre as linhas. ROS — espécies reativas de oxigénio; MPT — transicao da
permeabilidade mitocondrial; Cyt ¢ — citocromo ¢; SR — reticulo sarcoplasmético. Fonte: Adaptado
de Powers, Kavazis e DeRouisseau, 2005.

Outro fator que contribui para alteracdo muscular na DRC € a inflamacéo
cronica consequente a uremia com estimulacdo dos fatores pro-inflamatorios e anti-
inflamatorios, associados a alteracdes do metabolismo do calcio e potassio. Os rins
desempenham importante papel na depuracao de citocinas pro-inflamatorias. Estudos
em ratos indicam que esse 0rgao é o principal local de degradacéo de interleucinas.
Niveis de citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-6, TNFa, amiloide sérica A e

proteina C estdo aumentados na DRC. A IL-6 desemprenha papel central na
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fisiopatologia dos efeitos adversos da inflamacdo na DRC e associado ao
consequente estresse oxidativo aumentado causam atrofia muscular (WANG; MITCH,
2014; CHEUNG et al.,2010).

Os potenciais mecanismos pelos quais as citocinas pro e anti-inflamatorias
podem promover aterosclerose acelerada, perda de massa muscular e outras

complicacBes urémicas estdo demonstrados na figura 5.
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Figura 5. Potenciais mecanismos pelos quais as citocinas pré e anti-inflamatérias podem promover
aterosclerose acelerada, perda de massa muscular e outras complicacdes urémicas. TNF-a: fator de
necrose tumoral; IL: interleucina. Modificado de Stenvinkel et al, 2006.

Esses mecanismos estimulam os sistemas proteoliticos envolvidos na
degradacdo de proteinas como as proteases ativadas por calcio (calpainas e
caspases) e SUP (PURINTRAPIBAN; WANG; FORSBERG, 2003; POWERS;
SMUDERA; JUDGE, 2012).

Alguns estudos, baseados no esclarecimento dos disturbios bioquimicos
gue causam perda de massa muscular, sugeriram métodos potenciais para prevenir
ou suprimir as perdas de proteina muscular na DRC. Um candidato 6bvio é corrigir a
acidose metabdlica. Estratégias terapéuticas que contribuem para diminuir a perda de
massa muscular na DRC incluem terapia hormonal, otimizacdo na ingesta de
nutrientes e exercicio fisico (CHEN et al., 2008; JOHANSEN; PAINTER, 2012).
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O treinamento fisico aerdbio € uma das modalidades terapéuticas que tem
recebido muita atencdo pois reduz sintomas da uremia, inflamacao, marcadores do
estresse oxidativo, com melhora da fungcdo muscular esquelética, capacidade de
exercicio e qualidade de vida dos individuos (HEIWE; JACOSON, 2011).

2.6 DRC e Exercicio Fisico

O declinio da capacidade fisica € observado ndo apenas em individuos com
DRC que necessitam de dialise, mas também em fases anteriores da doenca, estagios
3-4. Os individuos com DRC geralmente desenvolvem um estilo de vida sedentario,
geralmente nos estagios iniciais da doencga, levando a diminuicéo da capacidade fisica
concomitante com o declinio da TFG, com impacto negativo na qualidade de vida do
individuo (HIRAKI et al.,2017).

A prética de atividade fisica esta relacionada a melhora da capacidade
funcional, melhor controle da hipertensdo arterial e diminuigdo do risco relativo de
morte. A DRC, condi¢do cronica, ainda € largamente ignorada como alvo potencial
para terapia através do exercicio fisico, sendo que a oferta de programas de
reabilitacdo e conselhos sobre exercicios ficam muito aquém dos servicos de
reabilitacdo pulmonar e cardiaco. No entanto, j4 existe consenso que a prética de
atividade fisica reduz a morbimortalidade na DRC (HENRIQUE et al., 2009).

A atividade fisica e o exercicio tém um papel fundamental na prevencéao e
tratamento de varias condicdes médicas e doencas crbnicas. Considerando 0s
avancos no tratamento da DRC, os individuos necessitam de mudancas na
alimentacdo e pratica de atividade fisica regular. Essas mudancas contribuem para
melhora no perfil glicémico, pressao arterial, obesidade (BASTOS, KIRSZTAJN,
2011).

Entretanto, ndo é claro em que medida o declinio da fungdo 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. Um crescente
consenso emergiu que a fungdo muscular diminui decorrente de distlrbios 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. Hellberg et al. (2018) realizaram um programa



37

de treinamento fisico variado com individuos que se enquadravam nos estagios 3-4
da DRC, ou aqueles com algum risco de desenvolver, por 4 meses, com acumulo de
150 minutos de atividade fisica por semana, e observaram uma melhora consideravel
na capacidade fisica. No estudo de Watson et al. (2015), 38 individuos com DRC
(estagios 3-4) realizaram 8 semanas de exercicio resistido progressivo, observaram
hipertrofia muscular, aumento da forca muscular e melhora da capacidade de
exercicio. Entretanto, os autores discutem a baixa adesdo dos individuos para
participar das atividades programadas e consideram esse fator uma barreira para a
adocéao da atividade fisica no cotidiano dos pacientes.

Além dos efeitos na capacidade fisica, forca muscular, ha muito interesse
nos efeitos do exercicio aerdbico e de resisténcia (forca) sobre varidveis que avaliem
o efeito bioquimico do exercicio na DRC. O exercicio aerébico e treinamento de
resisténcia exercem influéncia benéfica sobre citocinas inflamatoérias, resisténcia a
insulina, obesidade, doencas cardiovasculares, porém ainda nao é claro se individuos
com DRC podem se beneficiar desses efeitos (MOINUDDIN; LEEHEY,2008).

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. Os autores analisaram tamanho e forca muscular, PCR ( proteina
C-reativa) e IL-6 antes e ap0s a intervencdo e observaram uma diminuicdo desses
niveis, além da hipertrofia muscular e aumento da forga.

Outro debate importante que envolve treinamento fisico para doentes
renais, € seu efeito sobre estresse oxidativo. Sabe-se que na DRC predomina um
ambiente oxidativo em virtude da reducdo do sistema antioxidante e aumento do
estimulo pro-oxidante causados pelos téxicos urémicos, angiotensina 2, citocinas
inflamatorias, infec¢des cronicas e desordens metabdlicas (ISHIKAWA et al.,2012).
Essa caracteristica da DRC exige estudos para dosificar adequadamente o exercicio
fisico nessa populacgéo, a fim de proporcionar manutengédo da saude

Nas ultimas décadas, estudos tem demonstrado que o exercicio fisico
aumenta a producdo de radicais livres. A atividade aerObia e anaerObia pode
aumentar, respectivamente 20 a 50 vezes 0 consumo energético do tecido muscular,
transformando a musculatura exercitada uma fonte geradora em potencial de radicais
livres. No entanto, diferentes protocolos de treinamento fisico afetaram positivamente
a relacao exercicio fisico e producéo de radicais livres, com incremento na capacidade

fisica, presséo arterial, fungédo cardiovascular, metabolismo dos lipidios e glicose,
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estado oxidativo (AMORIM, TIRAPEGUI, 2008; ANDRADE, MARREIRO, 2011;
COELHO et al., 2010).

Outro fator importante é o efeito do exercicio sobre a ativacio das células
satélites e inflamacé&o. O musculo esquelético é composto por um longo multinucleado
cilindro de fibras que percorrem o comprimento de um tecido longitudinalmente e séao
agrupados em feixes, referidos como fasciculos. As miofibras sdo compostas de
numerosas miofibrilas organizadas em séries, que por sua vez sdo compostas de
sarcbmeros, a unidade contratil do tecido muscular necessaria para a locomocao.
Fibras musculares sdo altamente especializados, com capacidades metabdlicas
especificas para atender demandas contrateis distintas. No entanto, o musculo
esquelético também € altamente plastico, exibindo notavel capacidade de aumentar
de tamanho apos estimulos de hipertrofia ou reparar miofibras danificadas. Isto é
proporcionado pelo populacdo de células satélites que fornecem novos mionucleos
para a regeneracao ou miotubos em expanséao (ZAMMIT, 2017; O’'SULLIVAN; SMITH,;
WATSON, 2018).

As células satélites podem sair do estado quiescente com estimulos do
exercicio fisico. Esta bem documentado a contribuicdo das células satélites para
hipertrofia apds treinamento de resisténcia (KUROSAKA et al., 2012; PETRELLA et
al., 2006). Entretanto, Joanisse et al. (2015) mostraram que um estimulo n&o
hipertréfico como o treinamento aerdbio pode levar a ativacdo das células satélites e
remodelamento muscular.

Em uma revisao realizada por Johansen e Painter (2012) constatou-se que
o exercicio fisico aerébico pode levar a uma diminuicdo da pressao sanguinea, niveis
de colesterol e do estresse oxidativo indicado por diminuicdo nos produtos de
peroxidacao lipidica. O exercicio fisico conduz também a uma menor proteindria e um
menor indice de esclerose glomerular em ratos apds nefrectomia. Além disso,
observou-se que nenhum estudo examinou o efeito do treinamento fisico sobre as
alteracdes da funcado renal com rigor suficiente para ser conclusivo, porém ressalta
gque nenhum estudo até hoje demonstrou um efeito negativo do exercicio na
progressao da DRC.

Segundo Adams e Vaziri (2006), o exercicio fisico pode causar alteracdes
agudas na hemodialise renal, o que pode resultar em uma queda transitOria na taxa
de filtracdo glomerular e retencédo de fluidos em pacientes no estagio final da DRC.

No entanto essas alteracbes ndo aparecem para piorar uma alteracdo renal
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preexistente. Por outro lado, o exercicio regular pode atenuar a degradacdo da
proteina muscular e levar a uma melhor absorcdo dos aminoacidos essenciais e
producdo de proteina muscular, reduzindo a atrofia muscular, beneficio que pode ser
traduzido em melhor qualidade de vida para o doente renal (IKIZLER, 2004).

Rhee et al. (2017) realizaram 6 meses de treinamento aerdbico e
anaerobico combinado durante a didlise e observaram melhora no estado de saude
fisica, na hipotensdo intradialitica e em termos de salude mental, na depresséo.
Segundo os autores, esse resultado deve encorajar profissionais de saude
especialistas a prescrever treinamento fisico.

Apesar da intensa pesquisa sobre o efeito do exercicio fisico, seja na
modalidade aerdbio, resisténcia ou a combinacao de ambos, ainda existe divergéncias
sobre seu verdadeiro impacto na saude do individuo com DRC. Portanto €
fundamental esclarecer os beneficios de treinamento fisico na DRC, de forma que
essa modalidade terapéutica possa ser instituida como parte indissociavel do

tratamento clinico, assim como nas doencas cardiovasculares e respiratorias.


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez51.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Rhee%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28838226
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3 OBJETIVO GERAL

Analisar efeito do treinamento aerobio de alta intensidade sobre parametros de

estresse oxidativo no tecido muscular e morfometria muscular em um modelo de

doenca renal.

3.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da aplicagdo de um protocolo de TAAI, modalidade natagéo

em um modelo de DR nos seguintes parametros:

Avaliar efeito do TAAIl, modalidade natacdo, em modelo animal de

doenca renal;

Analisar efeito do exercicio fisico sobre niveis de creatinina sérica;
Avaliar niveis de peroxidacéo lipidica;
Avaliar niveis de proteinas carboniladas;

Analisar os niveis Glutationa Reduzida (GSH) e glutationa oxidada

(GSSG);

Mensurar area de secc¢ao transversa das fibras musculares do musculo

gastrocnémio;
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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°735/2015 (ANEXO A). A pesquisa foi realizada
nas dependéncias do UFMS e no laboratério de patologia experimental da
Universidade Estadual de Londrina — UEL.

4.2 Amostra

Utilizou-se na pesquisa 21 ratos Wistar, linhagem albina, espécie Rattus
norvegicus, com 53 dias de vida e peso aproximado de 200 -250g, procedentes do
criadouro da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — UFMS. Os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas, forradas com maravalha, na quantidade de 4 a 5
animais por caixa. Os animais foram mantidos em ambiente com controle de
temperatura, aproximadamente 22°C e submetidos a controle de luz, 12 por 12h.

Havia livre acesso a agua e ragcao comercial.

4.3 Delineamento Experimental

Os animais foram submetidos aos seguintes procedimentos durante o
seguimento da pesquisa:

e Cirurgia de Isquemia e Reperfuséo renal para inducédo da DR,;

e Adaptacdo dos animais ao exercicio fisico;

e Teste incremental para determinar carga de treinamento;

e Treinamento aerdbio de alta intensidade;

e FEutanasia;

A figura 06 apresenta série temporal dos procedimentos e variaveis

coletadas no delineamento experimental.
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Procedimentos

80 dias
Inicio | 4semanas | 5 semanas ‘ 12 semanas R
Intervengéo . Teste Intervengéo Teste
cirGirgica Adaptacao incremental com incremental Eutandsia
RnSd, RnTn Exercicio de forca exercicios de forca

o

e

Variaveis

Peso inicial

Carga maxima
Pré-exercicio

Distribuicéo dos
animais: SvSd,
RnSd, RnTn

Peso Pré

Carga maxima
Pés-exercicio

Peso Final

‘ Creatinina Sérica

Coleta e preparo das
amostras do musculo
gastrocnémio.

Exercicio

Figura 06: Série temporal dos procedimentos e variaveis coletadas no delineamento experimental.
SvSd: grupo saudavel sedentario; RnSd: grupo renal sedentario; RnTn: grupo renal treinamento.

4.3.1 Distribuicdo dos Grupos

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de acordo com as
intervencdes: Grupo saudavel sedentario (SvSd), Grupo renal sedentario (RnSd),
Grupo Renal treinamento. A distribuicdo dos grupos, intervencdes realizadas estao
descritas na tabela 01.

Tabela 01. Distribuicdo de grupos, intervencao, intensidade do treinamento fisico e

numero de animais.

Grupo . Intensidade Treinamento o
. Intervencao . Nr. animais
Experimental Fisico
SvSd Nenhuma Nenhuma 7
RnSd Intervencéo cirdrgica | Nenhuma 7
Interveng&o cirdrgica
RnTn Teste Incremental 7
_ o Intenso: 85%
Treinamento Aerdbico
Total de animais 21

Grupo saudavel sedentario (SvSd):permaneceu sem intervencao; Grupo renal sedentario (RnSd):
recebeu intervencdo cirlrgica; Grupo Renal treinamento: recebeu intervencdo cirdrgica, teste
incremental realizado para determinar a intensidade do TAAI e treinamento aerébio de alta

intensidade.Todos os animais receberam cuidados diarios de higiene, alimentacéo e agua.
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4.4 Procedimentos da Pesquisa

Os grupos RnSd, RnTn foram submetidos a intervencao cirargica de acordo

com o modelo de doenca renal preconizado por Bazzano et al.

4.4.1 Cirurgia: Isqguemia e Reperfusao Renal

O protocolo de cirurgia para inducdo da lesdo I/R renal foi realizado sob
técnica asséptica e seguiu o modelo estabelecido por Bazzano et al.(2015). Os
animais foram anestiados com Ketamina a 10%, 50 a 100mg/kg, associado a xilazina
1 a 5mg/Kg, intraperitoneal. Apds anestesia os animais foram submetidos a
laparotomia do flanco esquerdo, para localizagdo do rim esquerdo, 0 mesmo foi
exteriorizado para afastamento da gordura perineal e isolamento do pediculo para
clampeamento da artéria e veia renal com pincas ndo traumaticas. O clampeamento
foi mantido por 10 minutos cronometrados e isquemia verificada visualmente pela
mudanca de cor do 6rgdo. Transcorrido o tempo procedeu-se a reperfusdo do rim,
também confirmada visualmente pelo retorno da coloragéo inicial do 6rgdo. Apés a
verificacdo da hemostasia, o rim foi realocado e em seguida feito o fechamento por
planos com fio de mononylon 4-0. No pdés-operatério imediato administrou-se uma
dose de Flunixin meglumine, 2,5mg/Kg subcutéaneo.

Os animais permaneceram em observacao até a recuperacao da anestesia,
guando voltaram a apresentar comportamento normal em relacdo a locomocéo e
alimentacdo. Diariamente foram monitorados para o acompanhamento da ferida
cirtrgica e cuidados gerais. Quando completaram 21 dias de pds-operatério foram
entdo preparados para iniciar o protocolo de exercicio fisico.

4.4.2 Protocolo de Exercicio Fisico

Apds um periodo de 21 dias de pos-operatdrio, 0s animais do grupo
treinamento iniciaram a adaptacédo ao treinamento aerébio, modalidade natacao, por
periodo de 7 dias, nos quais realizaram a atividade de maneira gradativa, sem carga
de trabalho até completar 30 minutos de natag&o. Finalizada adaptacéo, o grupo RnTn

iniciou protocolo de TAAL.
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Para determinacdo da carga maxima de treinamento os animais foram
submetidos a teste incremental de esforco, segundo o protocolo de Cunha e
colaboradores(CUNHA et al., 2009). Neste teste, os ratos foram colocados para nadar
com carga inicial correspondente a 1% da massa corporal (MC) de cada animal,
utilizando-se pecas de chumbos de tamanho e peso variado que agrupados
adequadamente produziam o peso estabelecido para o exercicio. Os pesos foram
afixados na parte distal da cauda dos animais com fita adesiva hipoalergénica. A cada
3 minutos de natacdo os animais eram retirados da 4gua para descanso de 1 minuto
e incremento de 1% da MC na carga do exercicio. Esse ciclo se repetiu até alcancarem
a exaustao

Para caracterizar protocolo de TAAI considerou-se carga de treinamento 85%
da carga maxima alcancada no teste incremental, valor que correspondeu 4,5% da
MC de cada animal. Semanalmente realizou-se a pesagem dos animais e o valor da
carga maxima era corrigido de acordo com a MC do animal. Os pesos e modos de
fixagdo foram os mesmos utilizados no protocolo de teste incremental. O TAAI foi
realizado 5 vezes por semana, durante 6 semanas, com duragdo media 30 minutos
cada sessao. Ao final do protocolo o teste incremental foi realizado novamente nos
mesmos moldes do inicial. O SvSd e RnSd permaneceram sedentarios, sob cuidados
diarios, até o final do periodo de treinamento de RnTn, quando procedeu-se eutanasia.

A figura 07 apresenta a forma de treinamento aerobio.

Figura 07. Animais durante a pratica de natagao.
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4.4.3 Eutanasia

Apéds 6 semanas de treinamento os animais sofreram a eutanasia. Os animais
foram submetidos a Dose letal de substancias anestésicas utilizando associacao de
ketamina e xilazina, 100mg/Kg, intraperitoneal. Ap0s 0 processo anestésico foi

realizado laparotomia e exsanguinacao por punc¢ao através da veia porta hepatica.

4.5 Coleta e Preparacado das Amostras

Apés eutanasia dos animais, foram coletadas por¢des do musculo
gastrocnémio e coleta de sangue realizada no momento da eutanasia.

Para analise histologica, o musculo foi fixado com o fixador Carnoy de
metanol por 1 h e conservado em alcool absoluto. Para andlise do estresse oxidativo,

as amostras musculares foram colocadas em criotubos e armazenados a -80°C.

4.6 Andlise Bioquimica

Para analise da creatinina sérica, as amostras foram centrifugadas a 3000
rom durante 10 minutos em centrifuga refrigerada automatica (Sorvall, Suwanee,
EUA) para separacao do soro, que foi mantido sob refrigeracéo (2 °C a 8 °C) até o

momento da analise, através do método enzimatico UV.

4.7 Determinacao do estresse oxidativo

Para determinacdo do estresse oxidativo muscular foram utilizadas as
seguintes técnicas: Quimiluminescéncia Estimulada por tert-butil
hidroperoxido(FLECHA, BG;LLESUY, ;BOVERIS, 1991), quantificacdo de proteinas
carboniladas (ABRAHAM Z.REZNICK, 1994), Glutationa Total e Oxidada(TIETZE F,
1969).

4.7.1 Quimiluminescéncia estimulada por tert-butil hidroperéxido - OL

O composto tert-butil hidroperéxido é um potente formador de radicais peroxil
que ataca os lipidios de membrana gerando lipoperoxidos que podem reagir com

outros lipidios, oxidando-os. Dessa forma, o tert-butil inicia uma reacdo de
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lipoperoxidacdo que pode ser detectada através da emissdo de fétons ocorrida
durante a formacé&o dos lipoperoxidos.

Os homogenatos foram preparados na propor¢ao de 20mg de tecido/mL de
tampao KH2PO4 10mM, pH 7.4 em NaCl 0,9%. As amostras (875uL) foram incubadas
com 105uL de tampao fosfato de potassio monobasico a 30°C por 5 minutos ao abrigo
da luz. A reacéo foi iniciada pela adicao de 20uL de t-butil (concentracéo final de 6
mM), preparado no momento do uso e ao abrigo da luz. Nos tubos de luminescéncia
foi adicionado 100pl de homogenato muscular e 890ul de tampéo fosfato mantidos em
37°C por 5 minutos. Apés esse periodo foi adicionado 10 ul da solucao de tert-butil no
tubo. A reacdo de quimiluminescéncia iniciada foi avaliada usando um luminémetro
TD 20/20 (Turner Designs, Sunnyvale, CA, EUA), com um intervalo de resposta de
300 a 650 nm. Os tubos foram mantidos no escuro até a leitura e o ensaio foi realizado
em uma sala com temperatura ambiente de 33 ° C. Para cada animal, uma curva de
40 minutos foi obtida por interpolacdo, onde cada ponto representava suavizacao
diferencial de 12.000 leituras. A area sob a quimiluminescéncia da curva foi extraida
por célculo integral, para cada animal. Os resultados foram expressos em unidade

relativa de luz por miligrama de tecido (URL/mg de tecido).

4.7.2 Quantificacdo de Proteinas Carboniladas -PC

Para quantificacdo de PC, cerca de 200 mg do gastrocnémio foram colocados
em 4 mL de KH2PO4 50 mM, 1mM EDTA, pH 7.4. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas por 15 minutos, em banho de gelo. As amostras foram
centrifugadas a 500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente para remoc¢ao de
debris, e 1 mL de amostras foi removido e colocado em tubos separados. Cerca de 4
mL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) diluida em HCI 2,5 M foi adicionada a cada
tubo e deixado em incubacdo por 1 hora em banho de gelo, agitados a cada 15
minutos. As amostras foram lavadas com uma solucéo de 5 mL de 4cido tricloroacético
(TCA) 20% (p/v), e centrifugados por 10 minutos para coleta dos precipitados de
proteina. Uma outra lavagem com uma solucéo de TCA 10% foi feita e os pellets foram
colhidos e quebrados mecanicamente na durante 3 lavagens com 4 mL de etanol
etilacetato 1:1 (v/v) com o objetivo de remover DNFH livre e contaminagdo com
lipidios. Os precipitados finais foram dissolvidos com 2 mL de solucdo de hidrocloreto

de Guanidina 6M e qualquer material insoltvel foi removido por meio de uma
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centrifugacéo adicional. O conteudo de grupos carbonil foi calculado por meio da
obtencdo do pico de absorbancia em um espectro de 355-390 nm de amostras
tratadas com DNFH, contra amostras tratadas somente com HCI 2.5M. Para célculo
das concentragfes, foi usada a seguinte formula: C = Abs(355-390) x 45,45 nmol/mL,
onde C é a concentracdo de hidrazonas/mL, e 45,45 o coeficiente de absorcdo. O
procedimento foi todo feito em gelo até a lavagem em TCA. Os resultados foram

expressos em nanomoles de grupos carbonils/mL/mg de proteinas totais.

4.7.3 Quantificacdo de Glutationa Reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) tecidual

A adicdo de NADPH inicia uma reacdo enzimatica do GSH da amostra
(porcédo do musculo gastrocnémio direito) com o 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB),
levando, por reducédo do DTNB, a producdo de uma substancia cromofora, o acido 2-
nitro-5-tiobenzoéico (NTB). Na reacdo, para cada mol de GSH, sédo produzidos 2 moles
de NTB, o que aumenta consideravelmente a densidade Optica observada em 412nm
e, consequentemente, a sensibilidade do método. Para a quantificacdo de GSSG,
900uL da amostra (por¢cdo do musculo gastrocnémio direito) foram incubados com
15uL de vinilpiridina por 1 hora em temperatura ambiente para que o GSH fosse
bloqueado. O incubado foi centrifugado a 11500 x g por 15 minutos e o sobrenadante
utilizado no teste. Acompanhou-se espectrofotometricamente a cinética da reacao
durante 5 minutos e a concentracao de glutationa total na amostra foi calculada. Os
resultados sdo expressos em micromoles por miligrama de proteina. O indice de

estresse (%) foi calculado seguindo a seguinte equacao, IE=GSSG/(GSH-GSSG).

4.8 Analise morfométrica do musculo gastrocnémio

A é&rea de secc¢do transversa (AST) das fibras musculares do musculo
gastrocnemio da pata direita dos animais foi utilizada para estabelecer um parametro
histolégico de adaptacdo muscular apos o treinamento aerdbio, segundo protocolo de
Brunnquell et al. (2015). As amostras musculares foram coletadas e fixadas em
metanol e acido acético glacial (3: 1 v/ v) por 70 min e depois embebido em parafina.
Cada peca produziu uma lamina, seccfes semiseriais de 5 um foram feitas (5 cortes
/ lamina, intervalo de 50 um / corte) de cada animal e coradas com hematoxilina e

eosina. Para anélise da AST foram obtidas imagens dos cortes das laminas, sem
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identificacdo, para que o avaliador da AST desconhecesse qual grupo pertencia as
laminas analisadas. Foram capturados 5 campos por corte em cada lamina, 25 fibras
medidas por campo, totalizando aproximadamente 625 fibras/animal, utilizou-se
microscépio 6ptico (aumento 100 x) acoplado a camera de alta resolugcéo. As imagens
foram analisadas no software Image Pro-Plus 4.0; Média Cybernetics, Silver Spring,

MD, EUA) no qual determinou-se a AST em micrémetros quadrados.
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Figura 08. Imagem capturada do software durante a mensuracéo da area de
seccdo transversa das fibras musculares do muisculo gastrocnémio direito.

4.9 Analise estatistica

Os resultados do peso, carga maxima e creatinina sérica estdo apresentados
em media e erro padrdo da média (SEM).

Para a analise estatistica de peso (fator de grupo, fator de tempo e
interacao), foi utilizada Analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA two-way)
com pos teste de Tukey. O teste t de Student pareado foi usado para analisar a carga
maxima de treinamento. Na analise dos resultados de creatinina sérica, proteinas
carboniladas, glutationa reduzida, glutationa oxidada e indice de estresse foi utilizado
analise de variancia de uma via (ANOVA one-way) com pés teste de Tukey. Para
analise da quimiluminescéncia estimulada por tert-butil hidroperoxido (QL) utilizou-se
analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA two-way) com pés teste de Sidak
para variavel curva por miligrama de tecido e Teste de Kruskal-Wallis com poés teste
de Dunn para as variaveis area sob a curva, velocidade de subida e pico. Os dados



49

da morfometria muscular mostram a medida da AST das fibras musculares (em ym?)
e foram organizados em frequéncia absoluta de ocorréncia dividida em intervalo de
classe (com 500,00 ym? cada), totalizando 24 classes de 0 a 11500,00 ym? e
apresentadas como histogramas. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

A tabela 2 apresenta as caracteristicas dos grupos estudados no decorrer do
experimento relacionadas a peso corporal, carga maxima obtidas nos testes

incrementais e creatinina sérica.

Tabela 2. Caracteristicas dos grupos relacionados a peso corporal, carga maxima,

Creatinina sérica.

SvSd RnSd RnTn

Peso Inicial (Q) 202+4,44 204+3,92 241+5,882
Peso Pré-treino (g) 321+4,26 359+5,45P 302+6,10
Peso Final (g) 418+15,94 453+16,19¢ 399+6,97
A Peso (g) 215.00 + 15,059 | 249.00 + 19,49%¢ | 158.00+ 4,61¢
Carga maxima Pré-exercicio (g) _ _ 19,72+0,32
Carga Maxima Pos-exercicio (g) 24,98+1,16"
Creatinina Sérica (mg/dL) 0,55+0,04 0,82+0,04*% 0,55+0,04

SvSd: saudavel sedentario, RnSd: renal sedentario, RnTn: renal treinamento. A Peso = Peso final —
Peso inicial. Valores expressos em média + SEM. Analise de variaveis ponderais — ANOVA de duas
vias de medidas repetidas com teste poés teste de Tukey (p <0,0001 para fator tempo, p <0,004 para
fator grupo e p <0,0001 para interacdo) — Pés teste de Tukey significativo: 2 Peso inicial p <0 , 01
comparando SvSd x RnTn e p <0,05 comparando RnSd x RnTn; b Peso pré-treinamento p <0,05
comparando SvSd x RnSd e p <0,001 comparando RnSd x RnTn; ¢ Peso final p <0,05 comparando
SvSd x RnSd e p <0,001 comparando RnSd x RnTn; ¢ A peso p <0,001 comparando intra grupo; € A
peso p <0,01 comparando os grupos SvSd x RnSd e RnSd x RnTn. # ANOVA de uma via com poés teste
de Tukey: p=0,0053 comparando SvSd x RnSd e RnSd x RnTn. * Teste t de Student pareado: p=0,008

em comparac¢do com a carga maxima antes do exercicio.

A analise do peso corporal mostra que no inicio do experimento RnTn
apresentou peso corporal significativamente maior que os demais grupos, apesar de
serem animais com mesma idade, provenientes da mesma ninhada e submetidos aos
mesmos procedimentos. Todos os grupos ganharam peso durante o decorrer do
experimento de maneira significativa, como esperado pela condi¢cdo da evolucdo da
idade. Nos momentos pré-treinamento e ao final do experimento o grupo RnSd
apresentou peso corporal significativamente maior que os demais grupos. O grupo
RnTn apresentou menor peso total e menor variagao de peso que RnSd ao final do

experimento, mas nao diferiu significativamente do grupo SvSd. Maior variacdo de
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peso no RnSd pode estar relacionada a reducédo da funcdo renal que pode resultar
em retencdo hidrica e estar associado também ao acumulo de gordura corporal
secundério ao sedentarismo. Este efeito ndo foi observado no grupo RnTn submetido
ao HIAT.

A andlise do teste incremental mostrou aumento significativo na carga maxima
de trabalho para RnTn ao final do experimento, com incremento de 26,67% na carga
méxima de trabalho final, resultado compativel com o protocolo de treinamento
executado.

A dosagem de creatinina sérica € um marcador da funcéo renal e apresentou-
se maior no grupo RnSd que SvSd e RnTn. N&o houve diferenca na comparacao entre
SvSd e RnTn, mostrando que o treinamento aerébio exerceu efeito protetor da fungéo

renal.

5.1 Quimiluminescéncia estimulada por tert-butil (QL)

A quimiluminescéncia iniciada por tert-butil hidroperéxido (QL) foi utilizada para
analisar a integridade das defesas antioxidantes n&o enzimaticas e 0s niveis de
hidroperoxidos lipidicos em homogenato muscular. O aumento do QL esté intimamente
relacionado com o estresse oxidativo sofrido anteriormente pelo tecido. Os resultados
mostram um padrdo de emissdo de foton diferente entre os grupos, indicando um
aumento da Hidroperoxidacao lipidica e consequente estresse oxidativo. A figura 9
(curva de QL), mostra o padrao de emisséao de fétons pelos grupos, area sob a curva,
velocidade de subida da emissao de fotons na reacdo da QL e pico de emisséo de

fétons na reacédo da QL.
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Figura 9. Painel mostrando resultados obtidos por Quimiluminescéncia (QL) nos niveis de hidroperéxido
lipidico de tecido muscular de ratos renais submetidos a protocolo de exercicio aerébio de alta intensidade
modalidade nata¢éo. SvSd = grupo saudavel sedentério; RnSd = grupo renal sedentario; RnTh = grupo
renal treinamento. Valores representam média + SEM. 2 = diferenca significativa quando comparado com
SvSd. A) Curva da QL por miligrama de tecido - ANOVA de duas vias com pés teste de Sidak: 2RnSd x
SvSd p< 0,05. B, C e D) Area sob a curva da QL, velocidade de subida da emisso de fétons na reacéo da
QL e pico de emissdo de fétons na reacdo da QL respectivamente - Teste de Kruskal- Wallis com pés teste
de Dunn: @RnSd x SvSd com p=0,0018 em B, p=0,0274 em C e p=0,0009 em D.

A figura 9 mostra o efeito da lesédo isquémica renal nos niveis de hidroperéxido

lipidico muscular em ratos submetidos a natagéo e sedentarios. A mais alta emissao

de fotons, velocidade subida e pico observada no RnSd indicando a presenca de

lipoperdxidos na membrana e maior estresse oxidativo prévio sofrido pelo tecido neste

grupo. Observou-se uma maior curva de QL para o grupo RnSd (333,2+14,00RLU/g

de tecido) em comparacdo com os grupos SvSd e RnTn (118,4+3,83; 218,4+8,30
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RLU/g de tecido). Quando a éarea da curva foi extraida observou-se valor
significativamente maior para o0 RnSd (12.488+1663 RLU/g de tecido) em relacdo ao
grupo SvSd e RnTn (4.426+497,9; 8.196+1.425). Na andlise da velocidade de subida
observou-se valor significativamente maior para o grupo RnSd (46,38+7,48 RLU/g de
tecido) em relacdo ao grupo SvSd e RnTn (17,54+5,95; 28,34+4,02 RLU/g de tecido).
O pico de subida foi significativamente maior para o grupo RnSd (480,00 67,09 RLU/g
de tecido) em comparagcéo com o grupo SvSd e RnTn (161,60+19,33; 302,70+£48,13
RLU/g de tecido). Os resultados mostram que a condi¢éo renal leva a um maior nivel
de peroxidacao lipidica muscular precocemente. No entanto, observa-se que o TAAI
foi capaz de promover uma menor peroxidacao lipidica e consequente menor estresse
oxidativo prévio no grupo RnTn, indicando que esse tipo de treinamento e intensidade,
utilizada nesse estudo, pode ter efeitos positivos no tecido muscular de ratos renais.

5.2 Quantificacdo de Proteinas Carboniladas (PC)

A carbonilacdo de proteinas € uma modificacdo causadas as proteinas pela
exposi¢do ao estresse oxidativo. A figura 10 demonstra os niveis PC para todos os
grupos, os valores estdo expressos em nmolls proteinas carboniladas / mg de

proteinas totais.

nmolls proteinas carboniladas /
mg de proteinas totais

Figura 10. Niveis de proteinas carboniladas em homogenato de musculo gastrécnemio. SvSd =
saudavel sedentario; RnSd = renal Sedentario; RnTn = renal treinamento. Valores representam
média + SEM. 2 = diferenca significativa quando comparado com SvSd; ¢ = diferenca significativa




54

guando comparado com RnTn. ANOVA de uma via com pés teste de Tukey. 2SvSd x RnSd p<0,0001
e SvSd x RnTn p=0,005; ¢RnSd x RnTn p=0,02.

Os niveis de PC foram significativamente maiores no RnSd (35,33 + 2,33)
e RnTn (27,01 £ 0,87) comparado com SvSd (16,56+1,89; 27,01+0,87). Esse resultado
evidencia o efeito sisttmico da condicdo renal que leva a estresse oxidativo no
musculo precocemente. Contudo, entre 0s grupos renais RnSd apresentou resultado
significativamente maior que RnTn. Esses resultados demonstram que a condicéo
renal no RnTn esta presente, entretanto o TAAI ndo provocou piora da condicdo de

estresse oxidativo intracelular no musculo.

5. 3 Quantificacédo de Glutationa Reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) tecidual.

Na tabela 3 apresenta os valores de média e erro padrdo da meédia de
Glutationa Reduzida (GSH), Glutationa Oxidada (GSSG) e indice de estresse para

todos os grupos.

Tabela 3. Comportamento da Glutationa Reduzida e Oxidada

SvSd RnSd RnTn
GSH
1,44+0,072 1,07£0,0572 0,96+0,0342
(UM/mg proteina)
GSSG
0,050,001 0,05+0,003 0,05+0,003

(UM/mg proteina)

indice de estresse
0,037+0,001 0,053+0,0042 0,061+0,0052
(GSSG/GSH — GSSG)

Niveis de Glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e indice de estresse em homogenato
de musculo gastrocnémio. SvSd = saudavel sedentario; RnSd = renal sedentario; RnTn = renal
treinamento. Valores expressos em média + SE. 2 = diferenca significativa quando comparado com
SvSd. ANOVA de uma via com pos teste de Tukey. GSH:2 SvSd x RnSd p=0,0007 e SvSd x RnTn p<
0,0001. indice de estresse: @ SvSd x RnSd p<0,05 e SvSd x RnTn p<0,001.

Os maiores niveis de GSH foram encontrados no grupo SvSd e 0s menores no

RnTn. Na comparacao entre 0s grupos observou-se que o0s niveis de GSH para RnSd
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e RnTn foram estatisticamente menores comparado com SvSd. N&do houve diferenca
estatistica entre os demais grupos. Os niveis de GSSG nao mostrou diferenca
estatistica entre os grupos. O indice de estresse que representa o estresse oxidativo
celular, foi significativamente maior nos grupos RnSd e RnTn em relagdo ao grupo
SvSd. Os resultados mostram que houve uma diminuicéo nos niveis de GSH e maior
indice de estresse nos grupos renais que deve estar relacionado a condicéo renal
(isquemia e reperfusao renal). Apesar do consumo de antioxidante observado entre
0S grupos renais, RnTn obteve um menor estresse oxidativo, como observou-se nos
resultados de QL e proteina carbonilada neste grupo, esse resultado sugere que o
TAAI foi capaz de promover uma otimizacdo da defesa celular contra o estresse

oxidativo.

5.4 Anélise morfométrica do musculo gastrocnémio

A analise da AST das fibras musculares do musculo gastrocnémio mostrou
distribuicao de frequéncia diferente entre os grupos. As Imagens representativas estao

demonstradas na figura 11.



56

(d)
Mediana [25-75 percentil] 3199,00[2.529,00-4121,00] Mediana[25-75 percentil] 3641,00[2864,00-4491,00] Mediana[25-75 percentil] 2474,00[1861,00-3133,00]

Minimo 1068,00 Minimo 2,75 Minimo 0,60

Méximo 11228,00 Méximo 9954,00 Méximo 9.699,00

1000 A

Numero de ocorréncias

Figura 11. Diferencas histol6gicas e morfométrica no masculo gastrocnémio nos grupos de estudo. a)
grupo sedentario saudavel (SvSd); b) Grupo renal sedentario (RnSd); ¢) grupo renal treinamento
(RnTn); d) Histograma de distribuicéo de frequéncia de area de seccdo transversa da fibra muscular
(um?). Valores de mediana [25-75 percentis], valores minimos e maximos foram inseridos no gréafico

para ilustrar as mudancas na distribuicdo entre grupos. Aumento de 100x

O percentil 50 da AST ocorreu na sétima classe para SvSd (3000-3499
um2), oitava classe para RnSd (3500-3999 um? e quinta classe para RnTn (2000-2499
um?). A frequéncia cumulativa de observacdes de fibras musculares para a classe
contendo percentil 50 foi de 515 ocorréncias para SvSd, em comparacdo com 484
ocorréncias para o RnSd e 856 para RnTn. Houve aumento na frequéncia das fibras
de menor AST no RnTn (4°,5°,6° e 7° classe) e perda das fibras musculares com maior
AST (22° e 23° classe) para RnSd e RnTn. As fibras com maior AST para RnSd foram
(9.953 um?, 21° classe), RnTn (9969 pum?, 21° classe) em comparag¢do com SvSd
(11228 um?, 23° classe).
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6. DISCUSSAO

O exercicio aerdbio é conhecido por gerar varios beneficios como melhorar a
capacidade fisica, funcdo cardiovascular e regulacdo metabdlica (ALI et al, 2017).
Neste estudo analisou-se o efeito do TAAI sobre parametros de estresse oxidativo no
tecido muscular e morfometria muscular em um modelo de DR.

O TAAI modalidade natacgéo foi eficaz em melhorar a capacidade de exercicio
nos ratos renais treinados, como pode-se observar os resultados significativos de
incremento na carga maxima suportada durante o esforco ao final do experimento. O
treinamento aerébio pode reduzir as adaptacées musculares provocadas pela uremia
e incrementar a funcdo muscular, desempenhando papel fundamental na tolerancia
ao exercicio (DE MORAES et al., 2018).

O RnSd representa a evolucdo da doenca renal apos 80 dias do procedimento
de I/R renal unilateral de 10 minutos. Observa-se que estes animais apresentaram
alterac@es significativas nos niveis de Cr em comparag¢do com os demais grupos. Um
episodio de I/R nos rins causa alteracfes locais e sisttmicas em consequéncia do
estresse oxidativo, pois ja esta bem documentado que uma lesdo renal aguda causa
alteracdes nos rins que levam a Insuficiéncia renal aguda e posterior DRC em algum
grau, devido estresse oxidativo tecidual causado durante a lesdo isquémica e
consequente reperfusdo. O estresse oxidativo desempenha papel fundamental na
progressdo da DRC, devido a oxidacao pronunciada de proteinas, carboidratos e
lipidios, levando a peroxidacao lipidica e o acumulo de produtos de glicacdo que
causam danos graves aos tecidos com consequente inflamacéo, lesdo endotelial,
lesdo glomerular e mais isquemia renal, levando a um ciclo destrutivo ao ambiente
renal (LOCATELLI, et al.,2003; KRATA et al.,2018).

Outro aspecto que corrobora neste contexto sdo as modificacdes estruturais e
funcionais nos rins submetidos a procedimentos de I/R renal unilateral por curtos
periodos de tempo. Bazzano et al (2015) observou que 10 minutos de I/R renal
unilateral em ratos gerou piora de parametros urinarios (proteina, ureia, glicose,
excrecdo fracionada de potassio e ureia, depuracao de creatinina e atividade urinaria
da fosfatase alcalina, enzimas gama-glutamil transferase) apos 21 dias. Togoe et al.
(2014) observou que 20 minutos de I/R renal unilateral em coelhos levou a lesdes
histopatolégicas do tecido renal e aumento da creatinina sérica apés 80 dias. Os

resultados de creatina séria de nosso estudo complementam o estudo de Bazzano et
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al. e demonstram que os danos renais de um episédio de I/R, mesmo que poucos
minutos, podem ser deletérios aos rins e causar alteracdes na funcdo renal
progressiva e gerar doencga renal. Assim, 10 minutos de I/R sao suficientes para gerar
um modelo de DR que simule fases iniciais (2-) da doenca. Segundo Slocum, Heung,
Pennathur (2012), apés a queda abrupta da TFG, ha um atraso de dias para que
ocorra 0 aumento niveis de creatinina sérica e quando estes aparecem indicam uma
queda na TFG de pelo menos 30%. Os valores encontrados para o grupo RnSd
demonstram a progressao da leséo renal ao longo do tempo.

Niveis inferiores de creatinina sérica encontrados no grupo RnTn pode estar
relacionado ao efeito do exercicio no sistema nervoso simpatico (SNS). A
hiperatividade do sistema nervoso simpatico esta presente nos estagios iniciais da
DRC, gera alteracdes a nivel tubular e incremento no sistema renina-angiotensina que
culminam em vasoconstricdo renal, reducdo do fluxo sanguineo e consequente
reducdo da TFG. O exercicio aerobio pode regular a hiperatividade do SNS, induzir
infra-regulacdo do sistema renina -angiotensina, incrementar o volume sanguineo,
consequentemente aumentar o fluxo sanguineo renal no repouso e no exercicio, e
reduzir a isquemia renal (GRASSI et al., 2011; WYNGAERT et al., 2018).

Outros estudos corroboram com os achados desta pesquisa no efeito do
exercicio aerdbio nos niveis de creatinina sérica. Waldman et al (2017) observaram
em ratos hipertensos submetidos a corrida, inibicdo simpatica, menor excrecdo de
aldosterona e consequentemente menor pressao arterial sem efeitos deletérios na
funcao renal. Mundz et al. (2018) relatam que o exercicio aerdbio diminui a expressao
dos receptores de angiotensina Il e uma regulacdo negativa do sistema proé-
inflamatdrio e pré-oxidante e menor dano renal. Desta forma, TAAI pode ser benéfico
em retardar a progressao da DRC devido seu efeito direto na inervacao simpética dos
rins e consequente manutencdo da TFG, hipétese inovadora que deve ser explorada
pois pode exercer efeito preventivo nos individuos em risco de desenvolver DRC.

As analises da variacdo de peso sugerem que possuir uma alteracao renal
e estar sedentario contribuem para um maior ganho de peso devido a retenc¢ao hidrica
causada pelo decréscimo da funcéo renal, além do acumulo de gordura corporal
secundéria ao sedentarismo. Isso é refor¢cado pelos resultados de menor peso final e
menor variacdo de peso encontrados no grupo RnTn quando comparado ao grupo
RnSd, sem diferenga significativa entre o grupo RnTn e SvSd. Esses resultados

demonstram os efeitos positivos do exercicio fisico sobre a fungéo renal (discutido
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anteriormente na creatinina seérica) e composicao corporal, pois o TAAl aumenta o
gasto de energia, 0 que pode justificar a mudanca na composicao corporal. A literatura
mostra que esses efeitos sao dependentes da intensidade do esforco realizado e
estdo relacionados a liberagcédo de catecolaminas, horménio do crescimento, consumo
de oxigénio apos o exercicio, atividade da lipoproteina lipase e melhora da resposta
insulinica que geralmente tém repercussdes na mobilizac&o do triacilglicerol e na taxa
de oxidacgdao, resultando na reducdo da massa gorda (SERTIE et al., 2019).

A QL foi utilizada para analisar os niveis de peroxidacéo lipidica no tecido
muscular. O aumento da QL esta intimamente relacionado com o estresse oxidativo
sofrido anteriormente pelo tecido. Observou-se que o grupo RnSd apresentou
resultado significativamente maior sobre todos os parametros de QL (curva por mg de
tecido, &rea sob a curva, velocidade de subida e pico) que os demais grupos. O RnTn
apresentou uma tendéncia ao aumento nos parametros da QL em relacdo SvSd,
porém nao significativa. Esses resultados demonstram maior estresse oxidativo nos
grupos renais, porém muito mais intensos no RnSd e demonstra que uma lesao renal
causada por isquemia de 10 minutos e consequente reperfusao gera repercussoes
sistémicas, afeta precocemente o tecido muscular, aumenta o estresse oxidativo,
inflamacéo, ativa via catabodlicas e culmina na perda de massa muscular vista na DR
(DU; HU; MITCH, 2005).

O efeito patolégico causado no tecido muscular secundario a alteracéo renal
pode ser mediado pela transmisséo sistémica do estresse oxidativo via substancias
condutoras de radicais como citocinas e subprodutos metabdlicos. As citocinas
inflamatdrias (IL-1, IL6, TNFa) aumentam o estresse oxidativo através da ativacao de
leucécitos periféricos que invadem os tecidos e produzem excesso de oxidantes,
causam lesé@o direta no tecido muscular ou ativam vias catabodlicas. Além disso,
substancias que deveriam ser eliminadas na urina (isopropanos) podem afetar a
liberag&o de citocinas de mondcitos e neutroéfilos e ativar vias catabdlicas através da
amplificagéo da resposta inflamatoria e aumento do estresse oxidativo no musculo
(MOYLAN:; REID, 2007).

Os niveis de PC foram significativamente maiores nos grupos RnSd e RnTn em
comparagcdo com o SvSd e demonstram que a condigdo renal existente leva ao
aumento desse marcador. As proteinas também s&o alvos das ERO e causam
modificacdo em sua estrutura, provocando perda da funcdo e fragmentacdo das

estruturas proteicas, resultando em proteinas carboniladas, usadas como marcador
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de oxidacdo na DRC estédo relacionadas a complicacdes da uremia (LEVINE, 2002;
COSTA et al., 2018).

Porém, entre os grupos renais, RnTn apresentou nivel de PC significativamente
menor que RnSd. Esse resultado corrobora com o resultado de QL e mostra que em
condi¢cGes de doenca renal, o treinamento aerdbio, ainda que alta intensidade, pode
exercer efeito protetor sobre o estresse oxidativo no musculo. O treinamento aerobio
pode induzir a renovacéo e remodelamento muscular através da ativagédo do sistema
proteossoma, envolvido na degradacdo de proteinas modificadas oxidativamente,
favorecendo o turnover de proteinas e diminuir o dano oxidativo, afetando
positivamente a funcao fisioldgica das proteinas (RADAK; YOUNG; GOTO, 2008).
Esse efeito deve estar relacionado aos achados de proteina carbonilada no grupo
RnTn.

Além disso, o treinamento aerdbio tem um importante efeito anti-inflamataério
através do aumento da expressdo de IL6 (interleucina 6), citocina produzida pelas
fibras musculares esqueléticas em resposta ao exercicio fisico com efeito anti-
inflamatério (PEDERSEN; FISHER, 2007). Esses efeitos, apesar de nao terem sido
medidos, podem estar envolvidos nos resultados deste estudo e corroboram com 0s
resultados de estresse oxidativo.

A andlise GSH mostrou uma diminuicdo significativa nos niveis desse
antioxidante no RnSd e RnTn em relagdo ao SvSd. N&o houve diferenga nos niveis
de GSSG entre 0s grupos renais, porém o indice de estresse, que indica consumo de
antioxidante foi significativamente maior no RnSd e RnTn. Esses resultados nos niveis
de GSH nos grupos renais confirmam que a doenca renal, ainda que em fases iniciais,
promove aumento do estresse oxidativo muscular e causa deplecdo nos niveis de
antioxidante, na tentativa de neutralizar os agentes quimicos e produtos da
lipoperoxidacdo (SMALL et al., 2012).

N&o houve diferenca significativa nos niveis de GSH, GSSG e |IE encontrados
entre os grupos RnSd e RnTn. Considerando que os niveis de estresse oxidativo (QL
e PC) foram mais intensos no RnSd, esses resultados pode indicar que o TAAI,
mesmo com condicdo renal existente, contribuiu para otimizar as defesas
antioxidantes no RnTn. Corroborando com este resultado, Peternelj et al. (2015)
observaram menor niveis de glutationa no musculo gastrocnémio apos submeter ratos
ao exercicio aerobio de alta intensidade. Os autores relataram que o aumento de ERO

€ caracteristica do exercicio aerébio e provavelmente essa é a causa de um menor
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nivel de GSH. Em contra partida, observaram melhora de fatores relacionados a
modulacdo da atividade e expressdo de enzimas antioxidantes e regulacdo da
homeostase proteica.

Além disso, existem outros mecanismos relatados na literatura pelos quais o
TAAI pode diminuir o estresse oxidativo na DRC. Tucker et al. (2015) relataram que o
treinamento aerdbio cronico surgiu como uma terapia promissora em termos de
reducdo de lesdes decorrentes do estresse oxidativo e inflamacdo. Segundo os
autores 0 mecanismo primario nesse efeito seria uma regulagéo positiva da enzima
superéxido dismutase, reducdo de enzimas geradoras de ERO na mitocéndria
(NADPH oxidase) responsaveis por uma grande fonte de estresse oxidativo via
geracdo de peroxido de hidrogénio. Dessa forma, o TAAI pode ter contribuido para
manter um menor estresse oxidativo no RnTn, mesmo com condi¢&o renal existente,
utilizando outras vias que nao foram medidas neste estudo.

E consenso na literatura que producdo constante de EROS durante o
treinamento aerdbio pelo metabolismo mitocondrial promove uma adaptacéo
especifica, com aumento da capacidade antioxidante com expressdo de proteinas
antioxidante enziméticas e ndo enzimaticas. Além disso, o treinamento aerdbio esta
associado a menores niveis de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) em ratos renais,
gerando uma modulacao da resposta inflamatoria. (FREITAS et al., 2018; RADAK;
YOUNG; GOTO, 2008). Assim o TAAI, além de néo piorar o estresse oxidativo na DR,
pode melhorar o perfil inflamatério, envolvido diretamente na sinalizacdo das vias
catabolicas

Na analise da morfometria do musculo gastrocnémio houve uma reducdo na
frequéncia de fibras musculares de maior AST nos ratos renais (RnSd e RnTn) em
relacdo ao grupo SvSd. O grupo RnTn apresentou maior frequéncia de observacgao
de fibras de menor didmetro que os demais grupos. A alteracdo morfometrica presente
no RnSd indica que este grupo apresentou remodelamento muscular secundario a
les&o renal, demonstra que mesmo em casos leves de DRC, hd comprometimento
muscular precoce. Considerando que o musculo esquelético é o principal estoque de
proteina do corpo, nossos dados podem indicar reducdo significativa de proteina
contratii e um aumento similar no catabolismo muscular e / ou diminuicdo do
anabolismo muscular que acontece primariamente na doenca renal (WORKENEH,;
MITCH, 2010).
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A atrofia muscular na DRC € causada principalmente pela ativacdo do
catabolismo proteico. O estado urémico, acidose metabdlica, inflamacao e estresse
oxidativo ativam inUmeros mecanismos que estimulam o catabolismo proteico. Essas
alteracdes levam a diminuicdo da proliferacdo e diferenciacdo das células satélites,
resisténcia a insulina, ativacdo de fatores de inibicdo do crescimento do tecido
muscular. Todos esses fatores estimulam a protedlise via caspase 3 e sistema
ubiquitina-proteossoma levando a atrofia muscular (WANG; MITCH, 2014).

O TAAI ndo atenuou a perda das fibras musculares de maior AST no RnTn,
porém observamos maior frequéncia de observacéo das fibras musculares de menor
AST, quarta a sétima classe, indicando uma adaptacéo das fibras musculares com
treinamento aerdbio. Sakas et al. (2003) relatam que o musculo gastrécnemio €
composto por 55% de fibras musculares tipo | (lenta/oxidativa) e 45% tipo Il
(rapida/glicolitica), sendo que a atrofia ha DRC afeta ambos tipos de fibras, porém
com predominio nas fibras tipo lla e IIx, com reducéo da capilarizacdo. Os autores
observaram que o treinamento aerébio promoveu incremento em todos tipos de fibras
do musculo gastrocnemio. Posteriormente andlises referentes ao tipo de fibra
muscular devem ser realizadas para elucidar a contribuicdo do TAAL.

O aumento da frequéncia de observacao de fibras musculares com menor AST
pode estar relacionado a remodelamento das fibras tipo I, principalmente. lepsen et
al. (2016) relataram que o treinamento aerdbio provoca adaptacdo da fibra muscular
em direcdo ao fendtipo muscular mais oxidativo. Entretanto, a confirmacdo dessa
hipétese requer uma analise morfoldgica especifica do tecido muscular.

Knopka e Harber (2014) defendem que o TAAI induz hipertrofia muscular das
fiboras musculares | e lla, através da regulacdo de mecanismos proteoliticos e
incremento da sintese proteica. As vias envolvidas na hipertrofia muscular induzido
pelo exercicio aerdbio incluem reducdo da expressdo de mRNA de miostatinas
(inibidor das células satélite), aumento da expressdao de proteinas (PGC-1 que
regulam vias de funcionamento mitocondrial) e metabolismo proteico, com reducgéo
concomitante fatores catabdlicos e incremento de fatores de crescimento muscular.

Os niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL6, TNF-a, PCR) estdo aumentados
na DRC, estimulam a degradacdo de proteinas musculares. Moraes et al (2018)
demonstraram que o0 exercicio aerobio atenua a apoptose muscular via sinalizacao
reativa AKt, reduz alteracbes nas proteinas, prevenindo a proteotoxicidade e pode

gerar adaptacdes contra o estresse celular induzido pela uremia crbnica
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O TAAI pode ter influenciado a modulacdo da inflamacéo crénica e diminuicao
do estresse oxidativo muscular que acontece precocemente na DRC. Cardoso et al.
(2018) observaram que exercicio de natacdo de alta intensidade promoveu
incremento nas defesas antioxidantes em ratos, além de prevenir o0 aumento dos
marcadores inflamatorios. Miyagi et al (2014) observaram que 0 exercicio aerdbio
reduziu os niveis de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) em ratos renais, gerando
uma modulagéo da resposta inflamatoria. Esses mecanismos devem estar envolvidos
em nossos resultados, considerando que os marcadores de estresse oxidativo foram
menores no RnTn.

Entretanto o efeito do treinamento aerébio na doenca renal ainda € controverso
na literatura. Yoshida et al (2017) realizaram exercicio aerébio de alta intensidade em
esteira rolante, por cinco semanas em ratos renais associado a suplementacao de
aminoacidos de cadeia ramificada e dieta de baixa proteina. Os autores nao
encontraram diferenca na AST das fibras musculares do so6leo, mas observaram
sinalizacdo na sintese proteica no grupo com suplementacdo. Organ et al. (2018)
realizaram corrida em esteira com ratos renais por 10 semanas e observaram aumento
do catabolismo muscular esquelético devido aumento de atrogina 1 e ubiquitinacéo,
sem sintese proteica concomitante, além de uma inadequada ativacdo das células
satélites. Os autores concluiram que o exercicio aerébio, realizado por meio de corrida
em esteira ndo foi protetor em animais com DRC. Considerando a crescente
prevaléncia da DRC e precoce comprometimento muscular, h4 uma clara necessidade
de entender como prescrever exercicio e gerar beneficios.

Um aspecto importante a ser estudado para elucidar as hipoteses levantadas
neste estudo é a interacdo de fatores externos (sistematizacdo do treinamento, tipo
de estimulo, nutricdo adequada, qualidade do gesto técnico) com fatores genéticos,
0S quais sao importantes para explicar as diferentes respostas ao treinamento fisico
(DIAS, 2011). Nesse sentido, a analise do genoma humano pode esclarecer muitos
aspectos ainda obscuros sobre o efeito do treinamento aerdbio na DRC.

Os resultados deste estudo mostram que o treinamento aerdbio de alta
intensidade exerceu efeito protetor sobre os rins, com diminuicdo dos niveis de
creatinina ‘sérica, promoveu menor peroxidacéo lipidica e carbonilacdo de proteinas,
apresentou consumo de antioxidante que no entanto néo piorou a condi¢cédo geral de
estresse oxidativo, ndo reverteu atrofia das fibras de maior AST, porém incrementou

as fibras de menor AST no grupo treinamento. Apesar dos resultados ndo serem
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conclusivos, podemos sugerir que o TAAI pode ser utilizado como uma estratégia para
diminuir o estresse oxidativo muscular e retardar perda de massa muscular na DRC,
visto que esse fenbmeno acontece precocemente e tem repercussfes graves na
qualidade de vida do individuo.

O foco deste estudo sao as fases iniciais e intermediarias da DRC (2-4),
guando o individuo ainda ndo necessita de terapia substitutiva. Os resultados deste
estudo sugerem que o Treinamento de alta Intensidade pode ser usado como
estratégia alternativa para conservacdo da funcao renal, manutencdo da massa
muscular e aptidao fisica em individuos com DRC, favorecendo a qualidade de vida.
Mais estudos se fazem necessario para que todas as hipoteses que envolvam
exercicio fisico e doenca renal possam ser elucidadas.

Considerando o impacto da DRC na saude do individuo, reforca-se a
importancia da implementacao de servicos de reabilitacdo com equipe multidisciplinar,
destacando-se principalmente o papel do fisioterapeuta na avaliacdo funcional e
prescricdo de exercicios terapéuticos que contribuam para a manutencdo da

funcionalidade do individuo.
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7. CONCLUSOES

Neste estudo analisou-se efeito do treinamento aerdbio de alta intensidade

sobre parametros de estresse oxidativo no tecido muscular e morfometria muscular

em um modelo de doenca renal. O modelo animal simulou fases iniciais da doenca

renal crénica nao dialitica, promoveu alteracdes na funcao renal e alteragdo muscular,

confirmou que na DR h& comprometimento muscular precoce. Dessa forma conclui-

se que:

O protocolo utilizado neste estudo mostrou-se eficaz e adequado para a
simulag&o de TAAI, causou menor sofrimento ao animal, uma vez que 0s ratos
sdo nadadores natos. Mostrou-se superior em custo e beneficio para a
natureza do animal em relacéo a outros protocolos de treinamento aerobio;

O TAAI mostrou efeito redutor da creatinina sérica, indicando protecdao da
funcdo renal pelo incremento do fluxo sanguineo e menor reatividade do
Sistema nervoso Simpatico;

Os niveis de peroxidacao lipidica medidos através da QL apresentaram-se
aumentados nos animais renais, mostrando que na DRC h& aumento desse
marcador precocemente. O TAAI foi capaz de reduzir a peroxidacgao lipidica e
consequentemente atenuar o estresse oxidativo no musculo;

Os niveis de carbonilacédo de proteinas, também foram utilizados para medir o
estresse oxidativo muscular. O resultado dessa variavel corroborou com os
resultados de QL, indicando estresse oxidativo aumentado no tecido muscular
dos animais renais. O TAAI diminuiu os niveis de carbonilacdo de proteinas,
contribuindo para menor estresse oxidativo muscuclar.

Os niveis de GSH, GSSG e indice de estresse mostraram consumo de
antioxidante em fases iniciais da DRC. O TAAI ndo incrementou as defesas
antioxidantes, porém foi capaz de otimizar a defesa celular e promover um
menor estresse oxidativo no RnTn;

O TAAI induziu maior frequéncia de distribuicdo das fibras de menor area de

secc¢dao transversa nos animais, indicando remodelamento muscular.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the muscle changes with high-intensity aerobic training (HIAT)
in an animal model of renal disease (RD).

Methods: 21 adult Wistar rats were divided into 3 groups: healthy sedentary (HS), RD
sedentary (RDS), RD aerobic training (RDAT). RDS and RDAT were subjected to
unilateral renal ischemia-reperfusion (10 min) and 2ldays after that, RDAT was
subjected to 6 weeks HIAT (swimming). Serum creatinine (Cr) and muscle
morphometry (cross-sectional area = CSA) of gastrocnemius were analyzed.
Results: Cr was higher (p = 0.0053) in RDS (0.82 + 0.04) than in the others (RDAT
0.55 £ 0.04; HS 0.55 + 0.04). Morphometric analysis (class interval of CSA in
um?2/absolute frequency of muscle fibers in each class) indicated that 50th percentile
occurred in: HS 7th class (3000.00-3499.00/515), RDS, 8th class (3500.00—
3999.00/484), RDAT 5th class (2000.00—-2499.00/856). CSA of largest fibers in RDS,
RDAT, HS was 9953.00 ym?, 9969.00 um?311228.00 um?, respectively. High
frequency of fibers with lower CSA occurred in 4th, 5th, 6th and 7th class in RDA,
absence of fibers into 22nd, 23rd classes (RDS and RDAT).

Conclusion: HIAT in an animal model of RD resulted in increased the number of

muscle fibers with smaller CSA.

Keywords: Renal Disease, Muscle Atrophy, Aerobic Exercise.
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INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) is a remarkable public health concern associated
with an increased risk of mortality and comorbidities. It is estimated that 10%—-15% of
the general population is affected by CKD worldwide?.

Ischemia-reperfusion (IR) injury is the leading cause of CKD. In the kidneys, IR
injury leads to acute and chronic complications that result in deficits in renal function
and increased serum creatinine (Cr) levels due to a decrease in the glomerular filtration
rate (GFR).?

The GFR is used to classify renal disease (RD) in five stages (1-5) according
to the degree of impairment of the kidneys. However, this classification does not
provide parameters for assessing the functional effects on the other systems affected
in the early stages of CKD development. The reduction in renal function leads to
retention of uremic solutes, which causes inflammation, oxidative stress, and insulin
resistance, thereby promoting the loss of muscle mass. Muscle atrophy is associated
with cardiovascular disease, metabolic changes, and reduced physical function and
balance, strongly impacting the quality of life and disease progression.?

Therapeutic strategies that help reduce the loss of muscle mass in CKD have
been proposed, including aerobic training (AT). AT reduces the symptoms of uremia,
inflammation, and oxidative stress markers, and improves skeletal muscle function,
exercise capacity, and the quality of life of individuals. However, the effect of aerobic
exercises depends on the load, type, and level of training.*

Analyzing the impact of AT on skeletal muscle is not feasible in clinical practice
because it increases the complexity of the routine of renal patients. Therefore, animal
models of disease are necessary to evaluate variables which cannot be adequately
assessed in humans. This study aimed to analyze the muscle changes with HIAT in

an animal model of RD.

METHODS

This study was approved by the Animal Research Ethics Committee of the
Federal University of Mato Grosso do Sul (Universidade Federal do Mato Grosso—
UFMS) under Protocol No. 735/2015.
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Twenty-one albino Wistar rats (Rattus norvegicus) aged 53 days and weighing
200-250 g were obtained from the UFMS animal facility. The animals were reared in
cages lined with wood shavings, with four to five animals per cage, under controlled
temperature (approximately 22°C) and a light-dark cycle of 12/12h, with free access to
water and commercial feed. The animals were randomly divided into three groups: a
healthy sedentary (HS) group, rats with RD and sedentary (RDS), and rats with RD
and subjected to AT (RDAT). The animals in the RDS and RDAT groups underwent
surgery as per an IR procedure for induction of RD. The HS group was not subjected
to surgery and received daily care.

The surgical protocol was performed under aseptic conditions according to the
methodology proposed by Bazzano et al.> The animals were anesthetized with
intraperitoneal 10% ketamine (50-100 mg/kg) and xylazine (1-5 mg/kg). Next, the
animals were subjected to left flank laparotomy to locate the left kidney, which was
externalized to remove the perirenal fat and isolate the pedicle. The renal artery and
vein were clamped with non-traumatic forceps for 10 min and, during this period,
ischemia was visually confirmed by a color change in the organ. After releasing the
forceps, renal reperfusion occurred and was visually confirmed by the return of the
initial and natural color of the organ. Hemostasis was achieved, the kidney was
repositioned, and the incision was closed in planes using 4-0 mononylon. In the
immediate postoperative period, flunixin meglumine (2.5 mg/kg) was subcutaneously
administered, and the animals were continuously monitored.

After 21 days of surgery, the RDAT group initiated its adaptation to an AT
(swimming) protocol for 7 days; they gradually performed exercises without a working
load until completing 30 min of swimming. The exercises were performed in 100-L
tanks (75 x 85 x 40 cm?) at a temperature of 28°C-32°C.

After the 7-day adaptation period, the RDAT group was subjected to a high-
intensity AT (HIAT) protocol. To determine the maximum training load, the animals
were subjected to an incremental exercise test according to the protocol described by
Cunha et al.® In this test, the rats were required to swim with an initial load
corresponding to 1% of the body mass (BM) using pieces of lead of different sizes and
weights to reach the weight appropriate for the exercise. The weights were attached
to the distal part of the tail of the animals with hypoallergenic adhesive tape. The

animals were removed from the water at every 3 min of swimming and rest for 1 min,
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and the exercise load was increased by 1% of the BM. This cycle was repeated until
the animals reached exhaustion.

In the HIAT protocol, the training load was 85% of the maximum load achieved
in the incremental test, and this value corresponded to 4.5% of the BM. The maximum
load was adjusted weekly according to the BM of each animal. The weights and modes
of attachment of the weights to the animals were the same as those used in the
incremental test protocol. HIAT was performed five times a week for 6 weeks, and each
training session lasted an average of 30 min. At the end of the protocol, the incremental
test was performed again in the same manner as the initial test. The groups HS and
RDS remained sedentary under daily care until the end of the training period of the
RDAT group, when euthanasia was performed.

All animals were subjected to euthanasia by an intraperitoneal injection of
ketamine and xylazine, both at 100 mg/kg. Laparotomy and exsanguination were
performed by puncture of the hepatic portal vein. Blood samples were collected for
biochemical analysis, and right gastrocnemius muscle samples were collected for
morphometric analysis.

To measure serum creatinine, samples were centrifuged at 3,000 rpm for 10
min using an automatic refrigerated centrifuge (Sorvall, Suwanee, USA) for serum
separation. The serum was kept under refrigeration (2°C—8°C) and later assayed using
the UV enzymatic method.

The cross-sectional area (CSA) of gastrocnemius muscle fibers was used to
establish a histological parameter of muscle adaptation to AT according to the method
described by Brunnquell et al.” Muscle samples were collected and fixed in methanol
and glacial acetic acid (3:1, v/v) for 70 min and embedded in paraffin. Each specimen
was fixed on separate slide. Semi-serial sections (5-um thickness, five sections per
slide, and a 50-um interval between sections) of each specimen were stained with
hematoxylin and eosin. In CSA analysis, images of the tissue sections were not labeled
to blind the examiner to group allocation. Five fields were captured per section on each
slide, and 25 muscle fibers were measured per field, resulting in approximately 625
measurements per animal using an optical microscope (100x magnification) coupled
to a high-resolution camera. The images were analyzed using the Image Pro-Plus
software version 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), and the CSA was

measured in square micrometers.
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The results of weight, maximum load, and serum creatinine levels are presented
as mean and standard error of the mean. Two-way ANOVA repeated measure with
Tukey’s post-hoc test was used for the statistical analysis of weight (group factor, time
factor and interaction). One-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test was used for the
statistical analysis of serum creatinine. Paired Student’s t-test was used for analyzing
the maximum training load. Muscle morphometry data show the measurement of the
CSA of the muscle fibers (in ym?) and were organized in absolute frequency of
occurrence divided in class interval (with 500.00 um? each), totalizing 24 classes from
0 to 11500.00 um? and presented as histograms. P-values of <0.05 were considered

statistically significant.

RESULTS

The results of comparison of body weight, maximum load in incremental tests,

and serum creatinine levels in the study groups are shown in Table 1.

Table 1. Body weight, maximum load, and serum creatinine levels in the study

groups.
HS RDS RDAT
Initial weight (g) 202.00 £ 4.44 204.00 £3.92 | 241.00 £ 5.882
Pre-training weight (g) 321.00 + 4.26 359.00 +5.45° | 302.00 +6.10
Final weight (g) 418.00 £ 15.94 | 453.00 +6.19° | 399.00 £ 6.97
A weight (g) 215.00 + 15,059 | 249.00 + 158.00+ 4,61¢
19,499¢
Maximum pre-exercise load (g) _ _ 19.72 £ 0.32
Maximum post-exercise load (g) 2498 + 1.16*
Serum creatinine (mg/dL) 0.55+0.04 0.82 + 0.04* 0.55+0.04

HS: healthy sedentary group, RDS: renal disease sedentary group, RDAT: renal disease group. A
weight = final weight— initial weight. All variables are shown as mean + SE. Weight variables analysis -
Two-Way ANOVA repeated measure with Tukey’s post-hoc test (p<0.0001 for time factor, p<0.004 for
group factor and p<0.0001 for interaction) — Significant Tukey’s post hoc test: 2 Initial weight p<0,01
comparing HS x RDAT and p< 0,05 comparing RDS x RDAT; b Pre-training weight p<0,05 comparing
HS x RDS and p<0,001comparing RDS x RDAT; ¢ Final weight p< 0,05 comparing HS x RDS and
p<0,001 comparing RDS x RDAT; dA weight p<0,001 comparing intra group; ¢ A weight p<0,01
comparing between groups HS x RDS and RDS x RDAT. # One-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test:
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p<0.05 comparing HS x RDS and RDS x RDAT. * Paired Student’s t-test: p < 0.05 comparing with

maximum pre-exercise load.

The analysis of the incremental test results indicated a significant increase in
the maximum load (p = 0.008) in the RDAT group at the end of the training period, with
an increase of 26.67% in the final maximum load, and this result was compatible with
the adopted training protocol.

Serum creatinine is a marker of renal function and was higher (p=0.0053) in the
RDS group than in the other two groups. Nonetheless, there was no significant
difference in serum creatinine between the HS and RDAT groups, which demonstrated
that HIAT protected renal function.

The analysis of body weight shows that RDAT group presented significantly
higher weight than the other groups at the beginning of the experiment, even though
they were animals of the same age, from the same brood under the same daily care.
All groups gained weight throughout the experiment as expected by the effect of growth
and age. At the pre-training moment and at the end of the experiment the RDS group
presented significantly higher body weight than the other groups. The RDAT group
presented lower total weight and lower weight variation than RDS group at the end of
the experiment but did not differ significantly from the HS group. This fact may be
related to the reduction of renal function that results in fluid retention and can also be
associated with the accumulation of body fat secondary to sedentarism. This effect
was not observed in the RDAT group submitted to HIAT.

The frequency distribution of the CSA of gastrocnemius muscle fibers was
significantly different between the groups (Figure 1). The 50th percentile of CSA
occurred in the seventh class (3000.00-3499.00 um?) in the HS group, eighth class
(3500.00-3999.00 um?) in the RDS group, and fifth class (2000.00—2499.00 ym?) in
the RDAT group. The cumulative number of muscle fibers in the 50th percentile in the
groups HS, RDS, and RDAT was 515, 484, and 856, respectively. There was an
increase in the frequency of observations of muscle fibers with smaller CSA in the
RDAT group (4th, 5th, 6th and 7th class) and an absence of observation of muscle
fibers with larger CSA (22nd and 23rd classes) in the RDS and RDAT groups. The
CSA of largest muscle fibers observed in the RDS group was 9954.00 um? (belonging
to 21th class), 9969.00 um? (belonging 21th class) in the RDAT group and 11228.00
um? (belonging to 23th class) in HS group.
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(d)

Median [25-75 percentile] 3200.00[2529.00-4121.00]  Median [25-75 percentile] 3641.00[2864.00-4491.00] Median [25-75 percentile] 2474.00[1861.00-3133.00]

Minimum 1068.00 Minimum 2.75 Minimum 0.60
Maximum 11228.00 Maximum 9954.00 Maximum 9969.00
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Figure 1. Histological and morphometric differences in the gastrocnemius muscle into study groups.
a) healthy sedentary (HS); b) renal disease sedentary (RDS; c) renal disease aerobic training (RDAT);
d) histogram of the frequency distribution of the cross-sectional area of the muscle fibers (um?).
Median values (25—75 percentile) and minimum and maximum values were added in the graph to

indicate the changes. 100x magnification.

DISCUSSION

Aerobic exercise has been shown to have several benefits, including
improvement in physical capacity, cardiovascular function, and metabolic regulation®.
In this study, the effect of HIAT on muscle tissue was assessed in an animal model of
RD.

HIAT (swimming) improved exercise capacity in trained rats with RD by
significantly increasing the maximum load supported during effort at the end of the
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training period. AT can reduce the effect of uremia on muscle tissue and increase
muscle function, consequently improving exercise tolerance®.

The RDS group represented the progression of RD after 80 days of 10-min
unilateral renal IR procedures. These animals exhibited significant changes in Cr levels
relative to the other groups. Renal IR causes local and systemic changes as a
consequence of oxidative stress, and it is well documented that acute kidney injury
promotes changes in the kidneys that lead to acute renal failure and subsequent CKD
to some degree due to oxidative stress during IR injury®. Oxidative stress plays an
essential role in CKD progression because of the significant oxidation of proteins,
carbohydrates, and lipids, leading to lipid peroxidation and the accumulation of
glycation products that damage tissues, causing inflammation, endothelial lesion,
glomerular lesion, and further renal ischemia, leading to severe damage to the renal
environment?!,

Another contributing factor in this context is the structural and functional
changes that occur in kidneys subjected to unilateral IR procedures for short periods.
Bazzano et al.> observed that 10-min unilateral renal IR in rats worsened urinary
parameters (protein, urea, glucose, fractional excretion of potassium and urea,
creatinine clearance, and activity of alkaline phosphatase and gamma-glutamyl
transferase) 21 days after injury. Togoe et al.*? found that 20-min unilateral renal IR in
rabbits led to histopathological lesions of the renal tissue and increased serum
creatinine 80 days after injury. The creatine results in our study are consistent with
those reported by Bazzano et al. and demonstrate that IR episodes, even for a few
minutes, damage the kidneys and result in progressive RD. Slocum et al.*® reported
that after an abrupt decrease in the GFR (by minimum 30%), the increase in serum
creatinine is delayed by days. The serum creatinine levels found in the RDS group
demonstrate the progression of renal injury over time.

The lower serum creatinine detected in the RDAT group may be related to the
effect of exercise on the sympathetic nervous system (SNS). The SNS is hyperactive
in the early stages of CKD, causing changes in the tubular structure and stimulating
the renin-angiotensin system, thereby leading to renal vasoconstriction, decreased
blood flow, and reduction in GFR*. Aerobic exercise can restore SNS hyperactivity,
suppress the renin-angiotensin system, increase blood volume, and consequently

increase renal blood flow at rest and exercise, and ultimately reduce renal ischemia®®.



91

Waldman et al.'® observed that hypertensive rats subjected to running exercise
exhibit sympathetic inhibition, lower excretion of aldosterone, and consequently lower
blood pressure; however, renal function was not affected. Mundz et al.'’ found that
aerobic exercise decreased the expression of angiotensin Il receptors, suppressed the
pro-inflammatory and pro-oxidant system, and reduced renal damage. Therefore, HIAT
may help delay the progression of CKD by a direct effect on the sympathetic
innervation of the kidneys and the consequent maintenance of the GFR, and this new
hypothesis should be investigated because it may prevent the development of RD.

The body weight analysis suggest that having a renal disease and being
sedentary contribute to weight gain due to fluid retention caused by a decrease in renal
function added an increased of body fat secondary to sedentary lifestyle. This is
reinforced by the results of lower final weight and lower weight variation found in the
RDAT group when compared to the RDS group, without significant difference between
RDAT and HS groups, and show the positive effects of physical exercise on renal
function (discussed previously) and body composition, because HIAT increases
energy expenditure which can justify the change in body composition. The literature
shows that these effects are physical exercise intensity dependent and related to the
release of catecholamines, growth hormone, oxygen consumption after exercise,
lipoprotein lipase activity and improvement of the insulin response that usually affect
the mobilization of triacylglycerol and in the oxidation rate, resulting in reduction of fat
mass*®.

The morphometric analysis of the gastrocnemius muscle indicated that there
was a decrease in the number of muscle fibers of larger CSA in rats with RD (RDS and
RDAT) compared with that in the HS group. The RDAT group had a higher number of
fibers of smaller CSA than the other groups. The morphometric changes in the RDS
group indicated that muscle remodeling occurred in this group secondary to renal
injury, which shows the occurrence of early muscle impairment even in cases of mild
CKD. Considering that skeletal muscle is the main protein storage tissue in the body,
the morphometric results suggest a significant reduction in contractile proteins due to
an increase in muscle catabolism and/or decrease in muscle anabolism in RD?°,

Muscular atrophy in CKD is primarily caused by the activation of protein
catabolism. The uremic state, metabolic acidosis, inflammation, and oxidative stress
activate mechanisms that stimulate protein catabolism. These changes lead to

decreased proliferation and differentiation of satellite cells, insulin resistance, and
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activation of inhibitory factors of muscle tissue growth. These factors stimulate
proteolysis via caspase 3 and the ubiquitin-proteasome system, leading to muscle
atrophy?°.

HIAT did not attenuate the loss of muscle fibers of larger CSA in the RDAT
group. However, there was a higher number of muscle fibers of smaller CSA, of fourth
to seventh class, indicating the adaptation of muscle fibers to HIAT. Sakas et al** have
shown that the gastrocnemius muscle is composed of 55% type | (slow/oxidative) fibers
and 45% type Il (fast/glycolytic) fibers, and muscle atrophy in CKD affects both fiber
types but predominantly lla and lix fibers, with a decrease in capillarization. The
authors observed that AT promoted an increase in all fiber types in the gastrocnemius
muscle.

The increased number of muscle fibers with smaller CSA may be related to the
remodeling of type | fibers. Lepsen et al.?? reported that AT stimulated the adaptation
of muscle fibers to a more oxidative phenotype. However, the confirmation of this
hypothesis requires specific morphological analysis of muscle tissue.

Knopka et al-?® argue that HIAT induces hypertrophy of muscle fibers | and lla
by regulating proteolytic mechanisms and increasing protein synthesis. The pathways
involved in aerobic exercise-induced muscle hypertrophy include the upregulation of
myostatin mMRNA expression (satellite cell inhibitor), upregulation of the expression of
PGC-1 coactivators, which control mitochondrial function, an increase in protein
metabolism with concomitant reduction in catabolic factors, and an increase in muscle
growth factors.

The levels of pro-inflammatory cytokines (IL6, TNF-a, and C-reactive protein)
are increased in CKD, which stimulate the breakdown of muscle proteins. Moraes et
al.® demonstrated that aerobic exercise attenuated muscle apoptosis via Akt signaling,
reduced protein changes, thereby preventing proteotoxicity, and reduced cellular
stress induced by chronic uremia.

Cardoso et al.?* observed that high-intensity swimming exercise increased
antioxidant levels in rats and prevented the increase in inflammatory markers. Miyagi
et al.?® found that aerobic exercise reduced the levels of tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) in rats with RD, thereby modulating the inflammatory response. These
mechanisms may explain our results and will be analyzed in future studies.

Yoshida et al?® subjected rats with RD to AT for 5 weeks and found no significant

differences in the CSA of muscle fibers or changes in protein synthesis and
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degradation. Organ et al.?’ demonstrated that aerobic exercise in rats with RD
increases skeletal muscle catabolism via the upregulation of the atrogin-1 gene and
increase in ubiquitination, without a concomitant increase in protein synthesis and the
inadequate activation of satellite cells. Nonetheless, the effect of AT on RD remains
controversial and needs to be further investigated.

Our results indicate that AT protected the kidneys, did not reverse the atrophy
of muscle fibers of higher CSA, but increased the number of fibers of smaller CSA in
the training group. These results are not conclusive but suggest that HIAT can be used
to delay the loss of muscle mass in CKD because this complication occurs early and
decreases the quality of life of the individual. However, biochemical analysis of specific
markers should be performed to support the use of HIAT as a strategy to minimize the

loss of muscle mass in RD.

CONCLUSION
The results demonstrated that HIAT in an animal model of RD increased the
number of muscle fibers of smaller CSA.
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ANEXO A: Aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagéo
Fundacido Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Influéncia do exercicio fisico
sobre o estresse oxidativo, variaveis bioquimicas e morfolégicas em um modelo
animal de doenga renal em ratos”, registrada com o n°® 735/2015, sob a
responsabilidade de landara Schettert Silva - que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, em reunido de

21/03/2016.

FINALIDADE () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacéo 01/03/2015 a 01/03/2019
Espécie/Linhagem/Raca Rattus norvegicus [ Wistar
N° de animais 162
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Origem Biotério Central/CCBS/UFMS
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