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A quantidade e a qualidade da dor que sentimos sdo determinadas pelas nossas
experiéncias prévias e de quanto bem nos lembramos dela; pela capacidade de
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Resumo

Introducdo: A doenca renal cronica (DRC) acomete mais de 130 mil brasileiros. Tem
como principais fatores de risco diabetes mellitus (DM) e hipertenséo arterial sistémica
(HAS), em gue o método ndo farmacologico mais indicado para prevencdo e manejo € a
pratica moderada de exercicio fisico. A qualidade de vida relaciona-se com o bem estar
fisico, social e emocional, sendo que um dos meios para 0 seu desenvolvimento é o
exercicio fisico. A pratica de treinamento fisico demonstrou diversos beneficios no
sistema imunologico e cardiovascular. Objetivo: Avaliar o efeito do treinamento fisico
na DRC. Métodos: Ratos da raca Wistar, machos, pesando de 250 a 330g divididos em
quatro grupos: SHAM: animais controle da DRC; SHAM+Exercicio: animais SHAM
submetidos ao treinamento aerdbico moderado; DRC: animais nefrectomizados (5/6 da
massa renal) e DRC+exercicio: animais DRC submetidos ao treinamento aerdébico
moderado. Foram avaliados parametros de funcdo renal, clearance de creatinina; perfil
oxidativo (peroxidos urinarios, substancias reativas ao &cido tiobarbitirico TBARS e
tidis no tecido renal) e analise histologica renal. Resultados: Animais DRC submetidos
ao treinamento fisico de intensidade moderada, apresentaram reducdo do clearance de
creatinina, albuminuria, creatinina sérica e excrecdo de metabdlitos oxidativos na
comparag¢do com o grupo DRC sem treinamento fisico. O estudo demonstrou que o
treinamento fisico no grupo DRC+E contribuiu para melhora na funcdo renal, na
hemodinamica renal, de acordo com os parametros de oxidagéo, e na histologia renal,
apresentando moderada dilatacdo tubular e reducdo do infiltrado tubulointersticial em
comparagdo ao DRC. Conclusdo: O treinamento fisico confirmou-se como terapia ndo
farmacoldgica na reducédo da vulnerabilidade da DRC demonstrando efeito renoprotetor
através do treinamento fisico de intensidade moderada no grupo DRC, apresentando
melhora na hemodindmica renal, diminuicdo da creatinina sérica, da albuminuria,
clearance de creatinina e no perfil oxidativo em comparagdo ao grupo DRC sem

treinamento fisico.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal cronica; exercicio fisico; desenho experimental.



ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) affects more than 130.000 thousand
Brazilians. Its main risk factors are diabetes mellitus (DM) and systemic arterial
hypertension (SAH), in which the most suitable non-pharmacological method for
prevention and management is the moderate practice of physical exercise. Quality of
life is related to physical, social and eotional wee-being, and one of the means for its
development is physical exercise. The practice of physical training demonstrated several
benefits on the immune and cardiovascular system. Objective: Evaluate the effect of
physical training on CKD. Methods: Male Wistar rats, weighing 250 to 330g, divided
into six groups: SHAM: CKD control animals; SHAM+Exercise: SHAM animals
submitted to moderate aerobic training; CKD: nephrectomized animals (5/6 of renal
mass); CKD+exercise: CKD animals submitted to moderate aerobic training;
Parameters of renal function, creatinine clearance; oxidative profile (urinary peroxides,
thiobarbituric acid reactive substances, TBARs and thiols in renal tissue) and renal
histological analysis. Results: Results: CKD animals submitted to moderate-intensity
physical training presented reduced creatinine clearance, albuminuria, serum creatinine
and oxidative metabolite excretion in comparison with the CKD group without physical
training. The study demonstrated that physical training in the CKD+E group contributed
to an improvement in renal function, renal hemodynamics, according to the oxidation
parameters, and in renal histology, with moderate tubular dilation and reduction of the
tubulointerstitial infiltrate compared to CKD. Conclusion: Physical training was
confirmed as a non-pharmacological therapy in reducing the vulnerability of CKD,
demonstrating a renoprotective effect through physical training of moderate intensity in
CDK group, showing improvement in renal hemodynamics, decrease in serum
creatinine, albuminuria, creatinine clerance and in the perfil oxidative compared to the

CDK group without physical training.

Keywords: Chronic kidney failure; physical exercise; experimental draw.
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1. INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA), anteriormente denominada insuficiéncia renal
aguda, é definida como declinio subito (dentro de horas a dias) na taxa de filtracdo
glomerular, resultando na retencao de residuos nitrogenados, como ureia e creatinina no
plasma, sinalizada clinicamente pela elevacéo de creatinina sérica, com ou sem reducgéo
do débito urinério. Apesar da alta prevaléncia e mortalidade pela LRA, poucas terapias
tém se confirmado promissoras para a prevencdo da ocorréncia e progressdo das
doencas renais, sendo esse um desafio para as pesquisas basicas e ensaios clinicos.

A incidéncia de IRA é de aproximadamente 5% a 20% e 20% a 50% em
pacientes hospitalizados e em unidade de terapia intensiva, respectivamente 2.
Pacientes com necessidade de dialise tém mortalidade maior que 50% ©. Estudos
epidemioldgicos demonstraram que a LRA frequentemente evolui para doenca renal
cronica (DRC) e é um importante fator de risco para doenca renal em estagio terminal.

A DRC encontra-se em destaque devido ao alto custo de tratamento e pelo
aumento insidioso dos casos. Trata-se de uma doenca cronica ndo transmissivel
(DCNT) que ocupa o 9° lugar na lista das principais causas de morte nos Estados
Unidos da América, afetando cerca de 37 milhGes de estadunidenses, levando no ano de
2017, mais de 700 mil pacientes precisaram de terapia renal substitutiva (TRS), forma
de tratamento para a DRC em muitos casos™ .

No Brasil, a cada ano, 40 mil novos casos de DRC sdo diagnosticados, de acordo
com a Sociedade Brasileira de Nefrologia ®. A DRC é definida como doenca
clinicamente caracterizada por taxa de filtracdo glomerular (TFG) menor que
60mL/min/1,73m2, que permanece por, no minimo, trés meses ©. A evolucio para
estagios graves mostra a obrigatoriedade de se adotar TRS, contudo, hoje, conta-se com
outras tentativas terapéuticas e intervengdes para compor um Cenario que preserve a
fungéo renal residual e evite a dialise. A incidéncia da DRC est4 relacionada com
doengas comuns em nossa populagdo como a hipertensdo arterial sistémica (HAS), o
diabetes mellitus (DM) e outras como as nefropatias hereditarias, doencas sistémicas e
nefrites intersticiais crénicas. Quanto as principais comorbidades da DRC destaca-se as
relacionadas com doencas cardiovasculares, dsseas, desnutricdo, infeccdes, acidose
metabolica, alteracdo no metabolismo mineral e desnutri¢do. Essas complicagcdes podem
ser evitadas ou atenuadas se o diagndstico ocorrer precocemente e se medidas protetoras

forem instaladas ",



A evolugdo e o desenvolvimento da DRC provoca desgastes irreversiveis e
progressivos na estrutura renal, causados pela perda dos néfrons resultando na formacao
de tecido cicatricial. Inicialmente a DRC apresenta um quadro de hiper filtracdo,
aumento da pressdo capilar glomerular e crescimento renal de compensacdo, sendo,
relativamente, seguida por glomerulosclerose progressiva e doenca intersticial ©.
Doencas como HAS, DM, sobrecarga nutricional calérica e ocorréncia de episodios de
LRA podem desencadear e/ou potencializar a progressdo da DRC. Concomitantemente,
com a perda de massa renal e as adaptacdes instaladas nos tubulos expde o rim com
DRC a tornar-se mais vulneravel a lesdes agudas ©.

Desta forma, a DRC é considerada fator de risco para a ocorréncia de LRA, que
podem ser encontrados de foram classica associado as causas de DRC agudizada como
0 uso de agentes contrastados, a sepse e a cirurgia cardiaca ®. Estudos demonstram que
a DRC agudizada pode acelerar a progresséo da doenca, e, por outro lado, a LRA pode
causar DRC. Isso se deve a recuperagdo incompleta de néfrons e a ocorréncia de danos
residuais ap6s a LRA ©.

Outros estudos demonstraram a relacdo de causa e efeito entre DRC e LRA,
onde a DRC predispde o desenvolvimento de LRA na clinica hospitalar, tornando-se
proporcionalmente iguais os risco de LRA e DRC para o paciente nesta condicdo @°*2).

A literatura aponta para o comprometimento da funcionalidade e do
condicionamento fisico de paciente em TRS devido a anemia, fraqueza muscular,
cardiopatias, HAS, depressdo, alteracdes metabdlicas, entre outras. Esta condicdo de
inatividade fisica contribui diretamente para a piora da qualidade de vida (QV)"?.

A reabilitacdo fisica demonstra significativa influéncia na prevencéo, no retardo
da evolugo da doenca e na melhoria de complicacées na DRC 4. Descritos 0s
beneficios do treinamento aerdbico, principalmente nos sistemas imunoldgico e
cardiovascular, no aumento no fluxo sanguineo coronario e angiogénese cardiaca,
contribui positivamente para a elevacdo da capacidade e reserva do fornecimento de
oxigénio ao miocardio durante o treinamento e fora dele®, induzindo a capacidade de
melhora sobre o0 estresse oxidativo e mecanismos oxidantes.

O treinamento fisico pode ser classificado como leve, moderado e intenso 67,
caracterizado por movimentos corporais realizados pelos musculos esqueléticos que
provocam gasto energético, estando positivamente relacionado a aptidao fisica, a
medida com que se aumenta a frequéncia, intensidade e a duracio dos movimentos®®,

podendo ser aerdébico ou anaerdbico.



O treinamento aerdbico € aquele em que sdo utilizados musculos de grandes
grupos e consome reserva aerobica do sistema cardiorrespiratério no sentido de fornecer
oxigénio aos musculos esqueléticos. J& 0 anaerobico tem curta duracdo e ndo utiliza o
oxigénio inalado como fonte de energia, para a geracdo de ATP, nele, as células

(19), Os beneficios da atividade fisica

utilizam as vias de glicélise e fermentacdo
regular incluem o aumento do gasto energético, a diminuigdo do indice de massa
corporal (IMC), melhora da funcdo cardiorrespiratéria, além dos beneficios
socioafetivos e psicoldgicos para o individuo 2.

A recomendacdo da pratica de atividade fisica pela American Heart Association
e 0 American College of Sports and Medicine é de 30 minutos de treinamento fisico de
intensidade moderada a intensa, cinco dias na semana, com o intuito de diminuir a
pressdo arterial, estimular a perda de peso corporal e atenuar os riscos cardiovasculares
(21,22).

Desta forma, a hipdtese deste estudo é de que uso de terapias ndo farmacoldgicas
como o treinamento fisico aquético, considerado moderado, adaptado, pode representar
estratégia renoprotetora e reduzir os episédios de agudizacdo da DRC pelo contraste
iodado e DM.

O desenvolvimento de novas estratégias para controle e acompanhamento da
evolucdo da DRC em paciente em uso de contraste e DM pode ampliar a interacdo da
equipe interdisciplinar em busca de melhores resultados clinicos a partir de modelos
animais que mimetizam a similaridade com pacientes com comprometimento renal em

evolucéo.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o impacto do treinamento fisico na doenca renal crénica (DRC).
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a fungdo hemodindmica, perfil oxidativo e histologia renal nos ratos
submetidos ao modelo de DRC.

Avaliar o impacto do treinamento fisico sobre a funcdo, perfil oxidativo e

histologia renal nos ratos com DRC.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da raca Wistar, machos, pesando entre 250 e 330g. Os
animais serdo mantidos em gaiolas coletivas com no maximo trés ratos por gaiola, com

racao e agua livre demanda, controle de temperatura e ciclos alternados dia e noite.

Os ratos foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Séo Paulo (ICB-USP) e mantidos no Laboratorio Experimental de Modelos Animais
(LEMA). Todos os procedimentos que foram realizados estdo de acordo com o0s
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo (CEUA — ICBUSP) n° 1277/2019
(Anexo 1).

3.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério experimental de Modelos Animais
(LEMA), localizado na Escola de Enfermagem da USP.

3.3 GRUPOS
Os animais foram randomizados em quatro grupos:

v SHAM (Controle) n= 6: ratos submetidos a simulacdo do procedimento de
doenca renal crénica, sem comprometimento ou alteracéo de estruturas renais.

v' SHAM +Exercicio (Controle +E) n=6: ratos submetidos a simulacdo do
procedimento de doenca renal crdnica, sem comprometimento ou alteracdo de
estruturas renais e ao treinamento fisico moderado.

v Doente renal cronico sedentario (DRC) n=9: ratos submetidos ao procedimento
cirurgico de ablacéo renal 5/6 (modelo DRC experimental) que néo realizaram
treinamento fisico.

v Doente renal crbnico + exercicio (DRC+E) =7: ratos DRC submetidos ao
treinamento fisico moderado.

3.4 MODELO DE INDUQAO DA DOENCA RENAL CRONICA

Os animais foram anestesiados com 100 mg/kg de Cetamina© e 10 mg/kg

Xilazina®© via intraperitoneal (i.p.) e foram submetidos ao procedimento cirdrgico de
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ablacdo renal 5/6. Essa técnica e descrita como laparotomia exploradora por incisdo na
linha mediana, nefrectomia total a direita e clampeamento com fio cirirgico em dois
ramos da artéria renal direita e finalizada com sutura abdominal. Depois de recuperado
da anestesia, o0 animal recebeu sulfato de morfina via subcutanea (SC) com intervalos de
2-4 horas por 48 horas. Os animais serdo posicionados na gaiola coletiva apos
administragdo da analgesia ®.

3.5 MODELO DE TREINAMENTO FISICO

Os animais dos grupos Controle+E e DRC+E foram submetidos ao treinamento
aerdbico moderado por nata¢do no quarto dia apds a indugdo da DRC. O treinamento
fisico aerdbico de intensidade moderada por natagdo foi realizado durante quatro
semanas, 1 hora por dia, cinco dias da semana e 0s animais nadaram suportando cargas
equivalentes a 5% do peso corporal do animal, com o peso fixado em sua cauda .
Todos os procedimentos de treinamento foram realizados sob supervisdo da
pesquisadora. Qualquer intercorréncia durante o treino, como sinais de exaustdo ou
sofrimento do animal, prontamente identificada, o animal foi retirado da &gua, aquecido
e devolvido para gaiola coletiva. Todos os animais foram adaptados a &gua antes do
inicio do protocolo de treinamento fisico. A adaptacdo consiste em manter 0s animais
durante 15 minutos dentro do reservatorio com agua rasa e com temperatura controlada
semelhante aquela utilizada durante o treinamento (32+1°C), com aumento gradual de
15 minutos, a cada dia durante uma semana. O objetivo da adaptacéo é a reducdo de
estresse, ndo promovendo o treinamento fisico. O reservatorio de agua foi retangular
composto por 150 litros de agua potavel com temperatura de 32+1°C. O reservatorio de
agua é composto por uma bomba de dgua com o intuito de promover movimentacdo na

4gua e um termostato para verificacdo adequada da temperatura 7.
3.5.1 Grupos de animais

Os animais foram randomizados em quatro grupos:

e SHAM (Controle): ratos submetidos a simulacéo do procedimento de doenca
renal cronica, sem comprometimento ou alteracdo de estruturas renais.

e SHAM +Exercicio (Controle +E): ratos submetidos a simulacéo do
procedimento de doenca renal crénica, sem comprometimento ou alteracdo de

estruturas renais e ao treinamento fisico moderado.
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e Doente renal cronico sedentario (DRC): ratos submetidos ao procedimento
cirurgico de ablacéo renal 5/6 (modelo DRC experimental) que ndo realizaram
treinamento fisico.

e Doente renal cronico + exercicio (DRC+E): ratos DRC submetidos ao
treinamento fisico moderado.

3.6 GAIOLA METABOLICA

No 27° dia do protocolo experimental, os animais foram colocados em gaiola
metabolica individual onde foi quantificado o volume urinario e foi armazenada a
amostra urinaria para analise de metabdlitos oxidativos (perdxidos urinarios,

substancias reativas ao acido tiobarbiturico-TBARS e nitrito).
3.8 FUNCAO RENAL
3.8.1 Estimativa da taxa de filtracéo glomerular por clearance de creatinina.

No 28° dia, os ratos de todos os grupos foram submetidos ao procedimento para
estudar o clearance de creatinina para avaliacdo global da funcdo renal. A fim de
garantir que as vias aéreas permanecam pérvias e com respiracdo espontanea, sera
realizada uma canulacéo da traqueia com cateter PE-240. Para monitorizagdo de pressao
arterial média (PAM) e coleta de sangue, sera realizada canulacdo da cardtida direita

com cateter PE-60.
3.8.2 Dosagem de creatinina

A dosagem da creatinina urinaria utilizada como coeficiente de estabilizacdo de
alguns marcadores de estresse oxidativo foi realizada por meio da de calorimetria pelo
método de Jaffé. A creatinina reage com acido picrico em meio alcalino, formando um

composto corado que foi analisado em espectrofotometria com absorbancia de 520nm
(24)

3.9. PERFIL OXIDATIVO
3.9.1 Método FOX-2 para peroxidos urinarios

A anélise de peroxidos urinarios serd realizada por meio do método de
ferroxilenol laranja (FOX-2). A analise sera feita pelo método de espectrofotometria em

comprimento de onda de 560 nm para determinar as absorbancias e os valores foram
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calculados e expressos por nmol de perdxido urinérios por grama de creatinina

urinaria®).

3.9.2 Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
urinario.

A dosagem de TBARS urinério foi realizada pela excre¢do urinaria de
malondialdeido (MDA), um dos principais produtos da peroxidacdo lipidica, por meio
de uma reacao com tiobarbituricos.

3.9.3 Andlise de Tiois solGveis ndo proteicos no tecido renal

Para mensurar os grupos tiolicos, uma por¢do do rim extraido durante o
procedimento de clearance de creatinina foi triturado e homogeneizado em 2 mL de
solucdo de 10mM de acetato de sodio, tween-20 a 0,5% e 100mM DTPA
(dietilenotriamina-N,N,N’,N’- pentaacetato) em ph 6,5. A seguir o produto foi
centrifugado 5000rpm durante 10 minutos a 4°C, retirado o sobrenadante e uma porgao
do produto final para analise de tiol e outra para proteina total.

Os tidis totais foram mensurados por meio de novo sobrenadante obtido pela
precipitacdo de solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10% (1:1) e levado a
centrifugacdo de 5.000rpm por 10 minutos a 4°C. Apés essa etapa, 400ul desse
sobrenadante foram homogeneizados com 200ul da solugdo contendo 1mM de DTNB
[5,5’-ditio-bis (2-acido nitrobenzoico)] e 100mM de tampdo Tris em pH8,0. Apo6s
repouso de 10 minutos em temperatura ambiente, foi realizada a analise por
espectrofotometria por absorbancia de 412nm. As proteinas totais foram quantificadas
pelo método de Bradford.

3.10. Coleta de amostra e preparo do tecido renal

Apo0s o procedimento cirurgico, foi realizada puncdo de artéria abdominal para
estudos da funcdo renal, com perfusdo do rim esquerdo com solucéo de tampéo fosfato
salino - PBS e nefrectomia do rim esquerdo, desencapsulamento e pesagem do rim. O
rim foi dividido em duas por¢Ges, uma foi imediatamente resfriada e acondicionada a -
81°C para posteriores analises de tidis solUveis ndo proteicos e a outra sera resfriada a -
4°C em solucdo de metacarne por 24 horas. Apos esse periodo, o rim sera desidratado
em alcool 70%, em embebido em parafina e emblocado para posteriores cortes de
laminas para analises.

Ao término do procedimento, o animal foi eutanasiado por meio de coleta de

sangue terminal, segundo as normas éticas para manuseio de animais em laboratorio de
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pesquisa sob efeito de anestesia profunda induzida com a administragdo de 200 mg/kg
Cetamina i.p. e 20 mg/kg Xilazina i.p., com o descarte de carcaca conforme
estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, em saco
branco, com o simbolo de “risco biologico”, lacrado e depositado em containers para
descarte de residuos biolégicos em datas previamente estabelecidas ?°.
3.11. Anélise estatistica

Os resultados encontrados foram tabulados e submetidos ao teste de Analise de
Variancia (ANOVA) 2x2 no Programa R 4.4.1. Os resultados foram apresentados com
média e desvio-padrdao. Foram considerados significantes valores com p<0,05 e nivel de
confianca de 95%.
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4. RESULTADOS

Nos resultados apresentados a seguir, os animais dos grupos SHAM e SHAM+E
foram utilizados como controles saudaveis e os dados obtidos para esses grupos foram
considerados parametros de normalidade.

No Quadro 1 apresentamos os dados animais quanto aos parametros fisioldgicos,
funcao renal, balanco redox, perfil oxidativo e estresse oxidativo.

4. RESULTADOS
4.1. Parametros fisiologicos

O peso dos animais, do rim e a relacdo peso do rim/peso do animal foram
mensurados apenas no final do experimento. Conforme demonstrado na Tabela 1, o0 peso
corporal dos animais dos diversos grupos apresentou diferencas significativas entre os
grupos controle saudaveis SHAM e SHAM+E e os grupos nefrectomizados DRC,
DRC+E (SHAM: 391,67+36,35; SHAM+E: 370,32+9,19; DRC: 338,22+28,62; DRC+E:
353,94+43,82, p=0,010). Apenas o grupo DRC apresentou diminuicdo significativa do
peso corporal em relacdo ao SHAM (DRC: 338,22+28,62 vs SHAM: 391,67+36,35
p=0,010).

Em relagdo a andlise do peso renal, todos os grupos DRC, apresentaram elevagédo
significativa quando comparados com o0s grupos controle saudaveis (DRC: 1,65+0,2;
DRC+E: 1,68+0,41 vs SHAM: 1,29+0,6 e SHAM+E: 1,32+0,24, p=0.02). Por outro lado,
nesse mesmo parametro, o grupo DRC+E mostrou-se pior em relacdo do DRC e aos
grupos SHAM e SHAM+E (DRC+E: 1,68+0,41 vs SHAM: 1,29+0,6 e SHAM+E:
1,32+0,24). (Tabela 1).

Na avaliacdo da relacdo peso rim/peso do animal, todos os grupos DRC
apresentaram elevacdo quando comparados aos animais saudaveis (DRC: 0,49+0,005;
DRC+E: 0,47+0,09 vs SHAM: 0,33+0,04 e SHAM+E: 0,36+0,06, p<0.001). A prética de
treinamentos fisicos no grupo DRC+E alterou pouco esse parametro em relagdo ao grupo
DRC sedentério (DRC+E: 0,47+0,09 vs DRC: 0,49+0,005). (Tabela 1).
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Tabela 1. Pardmetros fisiologicos dos grupos SHAM, SHAM+E, DRC, DRC+E. Séo
Paulo, 2021.

Grupos N  Pesodoanimal (g) Pesodorim (g) Peso rim/Peso
do animal
SHAM 6 391,67+36,35 1,29+0,6 0,33+0,04
SHAM+E 6 370,32+9,19 1,32+0,24 0,36+0,06
DRC 9 338,22+28,62 1,65+0,22° 0,49+0,005*°
DRC+E 7 353,94+43,82° 1,68+0,41° 0,47+0,092"

a p=0,010 vs SHAM

b p=0,002 vs SHAM+E

€ p=<0,001 vs DRC

4.2 FUNCAO RENAL
4.2.1 Funcao renal global

A funcdo renal global foi avaliada por meio da mensuracao do fluxo urinario, da
creatinina sérica e da taxa de filtracdo glomerular, que foi estimada por meio do
clearance de creatinina. Como demonstrado na Tabela 2, os grupos DRC, DRC+E
apresentaram fluxo urinario numericamente maior quando comparados aos Qrupos
saudaveis (DRC: 0,017+0,06; DRC+E: 0,019+0,003 vs SHAM: 0,015+0,005), porém,
sem confirmacao na analise estatistica, p=0,008.

Na avaliacdo da creatinina sérica, todos os grupos DRC mostraram aumento
significativo em relacdo aos grupos SHAM (DRC: 0,90+0,08; DRC+E: 0,53+0,09 vs
SHAM: 0,24+0,06 e SHAM+E: 0,25+0,09, p<0,001). O grupo DRC apresentou elevacéo
significativa nesse parametro comparado ao grupo DRC+E (DRC: 0,90+0,08 vs DRC+E:
DRC+E: 0,53+0,09, p=0,001), confirmando efeito renoprotetor da intervencdo por

treinamento.

A TFG foi estimada por meio do clearance de creatinina, nesse parametro, 0s
grupos SHAM e SHAM+E apresentaram valores de normalidade. O grupo DRC
apresentou diminuicdo do clearance de creatinina em relacdo aos grupos controle (DRC:
0,12+0,06; DRC+E: 0,51+0,12 vs SHAM: 0,72+0,06 e SHAM+E: 0,77+0,22, p<0.001).
Observou-se ainda que o grupo DRC+E apresentou valores de clearance de creatinina
significativamente mais elevados que o grupo DRC sem treinamento fisico (DRC+E:
0,51+0,12 vs DRC: 0,12+0,06) sem significancia estatistica, p=0143). Os niveis de
albuminuria nos grupos SHAM e SHAM+E ndo apresentaram diferenca entre si (SHAM:
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3,78+0,69 e SHAM+E: 3,75+0,96). Todos os DRC apresentaram aumento expressivo nos
niveis de albuminudria em relacdo aos grupos SHAM e SHAM+E (DRC: 37,8+3,63;
DRC+E: 30,6+4,6 vs SHAM: 3,78+0,69 e SHAM+E: 3,75+0,96, p<0,001). A reducéo
dos niveis de albuminudria no grupo DRC+E, a diferenca entre os grupos DRC+E e DRC
mostra-se estatisticamente significante (DRC+E: 30,6+4,6 vs DRC: 37,8+3,63, p=0,001).

Tabela 2. Funcao renal dos grupos SHAM, SHAM+E, DRC, DRC+E, DRCa, DRCa+E.
Séo Paulo, 2021.

Grupos N Fluxo Creatinina Clearance de Albuminuria
urinario sérica Creatinina(mg/Kg/24h) (mg/24h)
mL/min) (mg/dL)

SHAM 6  0,015+0,005  0,24/+0,06 0,72/+0,06 3,78/+0,69

SHAM+E 6  0,011/+0,004  0,25/+0,09 0,77/+0,22 3,75/+0,96

DRC 9  0,017/+0,06 0,90/+0,08% 0,12/+0,06® 37,8/+3,63%

DRC+E 7 0,019/+0,003 0,53/+0,09* 0,51/+0,12%* 30,59/+4,67%

a p=<0,01 vs SHAM
b p=0,001 vs SHAM+E
¢ p=0,001 vs DRC

4.3 PERFIL OXIDATIVO

Conforme demonstrado na Tabela 3, os grupos controle foram considerados com
valores de normalidade e observa-se que apresentaram diferencas significativas entre si
para os parametros analisados. Os niveis de peroxidos urinarios do grupo DRC mostrou
um aumento significativo em comparacdo aos grupos controle e DRC +E (DRC:
11,62+1,85; DRC+E: 8,87+1,85 vs SHAM: 3,29+0,57 e SHAM+E: 2,75+0,64, p<0,001).

A excregdo urinaria de peroxidos foi significativamente mais elevada no grupo
DRC na comparagéo com os grupos DRC+E (DRC: 11,62+1,85 vs DRC+E: 8,87+1,85),
p<0,019). O grupo DRC+E apresentou diminuicéo significativa da excrecdo de perdxidos
urinrios em comparagdo ao grupo DRC e quando comparado ao grupo SHAM+E
(DRC+E: 8,87+1,85 vs SHAM+E: 2,75+0,64, p=0,026). (Tabela 3).

Na avaliacdo dos TBARS urinarios, os grupos DRC apresentaram aumento
significativo em comparacdo aos grupos controle (DRC: 0,45+0,06; DRC+E: 0,31+0,05
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vs SHAM: 0,19+0,01 e SHAM+E: 0,18+0,02, p<0,001). Observou-se reducdo dos
valores de TBARS urinérios no grupo DRC exercitado, DRC+E, em comparacdo ao
grupo DRC sem treinamento fisico moderado (DRC+E: 0,31+0,05 vs DRC: 0,450,086,
p=0,001).

A Tabela 3 demonstra ainda que os niveis de tiois apresentaram diferenga
estatistica entre os grupos controle e grupos com exercicio (SHAM: 15,74+6,11;
SHAM+E: 16,33+2,15 vs DRC+E:12,45+1,07, p=0,001). O grupo DRCa+E apresentou

diminuicdo significativa no consumo de tidis em comparacdo do grupo controle.

Tabela 3. Perfil oxidativo dos grupos SHAM, SHAM+E, DRC, DRC+E. Séo Paulo 2021.

Grupos N Peréxido urinario- Peroxidagdo lipidica -  Tidis s_oluveis
FOX 2 (nM/g de TBARS (nM/g de [‘eici’ dgro'ﬂzﬁ no
creatinina urinéria) creatinina urinéria) Ellman (nM/mg
de proteinas
totais)
SHAM 6 3,29+0,57 0,19+0,1 15,74+6,11
SHAM+E 6 2,75%0,64 0,18+0,02 16,33+£2,15
DRC 9 11,62+1,85%° 0,45%0,064" 11,10+1,74
DRC+E 7 8,87+1,85%° 0,31+0,05%¢ 12,45%1,072"

a p=<0,01 vs SHAM

b p=0,026 vs SHAM+E
¢ p=0,019 vs DRC

d p=0,001 vs SHAM+E
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Figura 1. Relacdo entre as variaveis continuas e categoricas e grupos com e sem exercicios.

Séo Paulo, 2021.
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Na Fig. 1 observamos a evidéncia do impacto do exercicio moderado — natacéo
sobre indicadores importantes da DRC, como na creatinina sérica, Clearance de
creatinina, Albuminuria, Perdxido urinario, Peroxidacdo lipidica e Tidis solGveis ndo
proteicos. Destaca-se que os valores ndo alcancam os niveis normais, devido a disfuncédo
renal ja instalada, mas apresenta uma melhora desses indicadores evitando a

descompensacao renal ou agravo clinico, que pode comprometer a homeostasia sistémica.
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5. DISCUSSAO

As pesquisas que envolvem os modelos experimentais sdo eficientes para
sustentar teorias que envolvem a fisiopatologia de diversas doengas, contudo, podem nao
traduzir exatamente o quadro clinico, as caracteristicas étnicas, de habitos de vida ou de
comorbidades humanas, porém, o modelo experimental da DRC ¢é fundamental para
compreendermos 0s mecanismos envolvidos neste quadro, inserindo estratégias
renoprotetoras farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas, como demonstrado neste estudo

pelo treinamento fisico moderado.

Observa-se um crescimentos nas pesquisas experimentais nas ultimas décadas
como fonte de demonstragcdo de doengas renais e seu desenvolvimento progressivo

associado as condigdes clinicas ou farmacoldgicas.

Neste estudo, utilizou-se 0 modelo experimental de 5/6 de ablacdo renal, onde é
possivel observar que o0s néfrons remanescentes desenvolvem o mecanismo de
hiperfiltragdo, com o objetivo de manter a fungdo excretora renal. A progressdo do
modelo experimental desenvolve no animal hipertensdo glomerular, proteinaria e fibrose

tubulointersticial ¢”.

A DRC vem ocupando lugar de destaque entre as principais causas de 6bito em
paises de primeiro mundo. Pacientes com DRC tem uma expectativa reduzida quando
comparada a populacédo geral, devido a associa¢do com fatores de riscos cardiovasculares.
Desta forma, destaca-se que o diagndstico precoce tem impacto positivos na progressdo
da doenca e suas complicacdes “®.

Neste estudo, os grupos com DRC apresentaram aumento da massa renal e
elevacdo do fluxo urinario, possivelmente associados ao mecanismo compensador de
hiperfiltragdo apresentado no inicio da instalagdo da DRC induzida pela técnica de
ablacéo renal de 5/6 ®"). Evidenciou-se ainda aumento da creatinina sérica, sendo este um
biomarcador de alteracdo da funcdo renal “®® confirmando o sucesso do modelo
experimental reproduzido. Entretanto, no grupo tratado, que recebeu o pré-
condicionamento fisico, por meio do treinamento fisico moderado em meio aquatico, foi
atenuado 0 aumento da creatinina serica em comparagdo ao grupo DRC, demonstrando o

efeito renoprotetor do treinamento.
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Com o intuito de avaliar o efeito do precondicionamento fisico na DRC, os
animais foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade moderada por 27 dias. O
grupo DRC+E apresentou melhora significativa na estimativa de TFG realizada pelo
clearance de creatinina e na hemodindmica renal na comparacdo com o0s grupos DRC

sedentarios.

O termo albuminuria refere-se a presenca da proteina albumina na urina € é um
marcador para o estadiamento de DRC © e um forte preditor de progressdo da doenca
G Neste estudo, 0s grupos DRC apresentaram aumento da Albuminuria.

Quanto aos marcadores de oxidacgdo renal, sabe-se que o perdxido de hidrogénio
estd presente em todos os fluidos corporais, especialmente na urina. A mensuracdo dos
niveis de perdxidos urinarios é considerada como biomarcador da geracdo de H202 e
preditor da extensdo do estresse oxidativo em modelos experimentais in vivo ©2. Neste
estudo, a excre¢do de peroxidos foi significativamente superior nos grupos com DRC em
comparagdo com 0s grupos controle, entretanto o grupo DRC+E apresentou diminuicao
importante na excrecao de perdxidos quando comparado ao grupo DRC que nao realizou

treinamento fisico.

A peroxidacao lipidica possui alguns produtos em sua cascata, sendo o principal
produto 0 MDA, que pode ser detectado por meio da dosagem de TBARS urinario, na
qual o 4cido tiobarbittrico reage com diversas substancias, entre elas o MDA ©. Os
grupos com DRC apresentaram valores aumentados de TBARS urindrios em comparacao
com os grupos controle. O grupo DRC+E demonstrou reducdo da excrecdo de TBARs em

comparagdo com o grupo DRC sem treinamento fisico.

A concentracdo sanguinea de acido latico tem sido frequentemente utilizada como
indicador de producdo de energia durante o treinamento fisico em atletas, assim como

pode demonstrar a intensidade do treinamento fisico ©%.

O treinamento fisico altera o conteido e a atividade de enzimas glicoliticas e
oxidativas nos musculos envolvidos, enzimas estas que regulam o estado redox celular
G9 A diminuicdo dos danos oxidativos induzidos pela pratica do treinamento fisico pode
ser esclarecida por trés mecanismos principais, aumento da expressdo e atividade de
enzimas antioxidantes, diminuicdo de producdo de oxidantes e exposi¢do prolongada do
tecido as EROs, permitindo que o 6rgao fique mais resistente aos efeitos dos mecanismos

de estresse oxidativo ©®®. Estudos demonstram que o treinamento fisico de intensidade
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moderada produz alteragdes metabdlicas que podem auxiliar na reducdo de EROs em

varios 6rgaos.

A diminuicdo da peroxidacdo lipidica pela reducdo de TBARs encontrada
corrobora os resultados de outros estudos em que animais submetidos ao treinamento

fisico moderado apresentaram reducéo do estresse oxidativo ©°.

O treinamento fisico aumenta o fluxo sanguineo laminar na superficie endotelial,
elevando a tensdo de cisalhamento, resultando em um aumento da producéo endotelial de
substancias vasodilatadoras. ®®. Apés a prética do treinamento fisico, os niveis de
angiotensina 1l caem e ocorre 0 aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), o

@7 Esse mecanismo de

que ocasiona a reducdo da resisténcia vascular periférica
vasodilatacdo, causado pelo treinamento fisico, pode ter contribuido para a protecéo renal
no grupo DRC+E, que apresentou aumento dos resultados de fluxo urinario, clearance de
creatinina e reducdo da creatinina urinaria e Albuminuria em comparagcdo com 0 grupo

DRC.

Estudos demonstram que o treinamento pode restaurar o balan¢o neuroendécrino,
com melhora nas fungdes microvascular e endotelial ®®. O treinamento tem demonstrado
beneficios no controle dos fatores de risco, como obesidade e hipertensdo, que tém
influéncia direta na progresséo da doenca crénica.

Em sintese, os resultados deste estudo confirmaram o desenvolvimento de DRC
nos ratos submetidos ao procedimento cirtrgico de ablacdo renal de 5/6. Os resultados
confirmaram a agdo de protecdo renal do treinamento fisico de intensidade moderada,

com significativa melhora na hemodinamica renal.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo confirmou apos a analise dos resultados que:

O procedimento de ablacdo renal 5/6 provocou um aumento da massa renal,
elevacdo da creatinina sérica, diminuicdo do clearance de creatinina e
comprometimento na histologia renal, compativel com modelo de DRC.

O efeito renoprotetor através do treinamento fisico de intensidade moderada
no grupo DRC induziu melhora na hemodindmica renal, diminuicdo da
creatinina serica, da albuminuria e clereance de creatinina em comparacao ao
grupo DRC sem treinamento fisico. Demonstrou ainda melhora no perfil
oxidativo evidenciado pela diminuicdo significativa de excrecdo de perdxidos
urinarios, peroxidacdo lipidica (TABARS) e no consumo de tidis.
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Anexo 1. Folha de aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa

- m Faculdade do Medicina da Universidade de 550 Paulo
MEDICINA AueEnid DF. Arnoido, 455
=y Pacaembu = 30 Paulo = 5P

COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “0 IMPACTO DN EXERCICIO
FISICO NA NEFROPATIA INDUZIDA POR CONTRASTE NA DOENCA
RENAL CRONICA E DIABETES MELLITUS" registrada com 0 n® 1277/2019,
sob a responsabilidade de Maria de Fatima Fernandes Vattimo e Sheila
Marques Fernandes, apresentada pela Eseola de Enfermagem USP - que envolve
a produgio, manutencio efou ulilizagio de animais perlencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanoes), para fins de pesquisa cientifica {ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.704, de B de outubro de 2008,
do Decrelo n® 6.899, de 15 de julbo de 2004, e com as normas ediladas pelo
Conselho Macional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA) e foi
aprovada pela COMISSA0 DE ETICA NO US0 DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicing da TTSP em rennijo de 27.03.19

Finalidade { JEnsino {x) Pesquisa Clentiffca

Vigencia da avtorizagio Imicin: 18-03-2019 Término: 18-06-2021
Espécie/linhagem raca Rato wistar

M de animais (Y]

Peso, Tdade 8 semanas
Hexn machns
Origem Biotério do ICE

A CEUA FMUSE solicita que ao (inal da pesguisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 27 de Margo de 2019

- i -.:._-;_'._.' -
——
Dt Eduarde Pompew
Coordenador

Comissio de Etica no Uso de Animais
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