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RESUMO

O objetivo do estudo foi comparar os achados morfoldgicos, quantificar a inflamacdo e fibrose renal em
ratos obesos submetidos ao exercicio fisico. Foram utilizados 56 ratos machos Wistar. Os animais controles
foram alimentados com racdo padrdo e 4dgua de torneira, e os obesos por uma dieta hiperlipidica. Esses
animais foram submetidos ao treinamento intermitente, onde se realizou o movimento de extensdo
completa da pata, levantando uma carga posicionada na parte posterior do colete. Foram coletados os rins
dos animais para avaliar os achados. Com relacdo a andlise histopatoldgica, ndo foram evidenciados
processos patoldgicos gerais. Ao ser realizada a quantificagdo de fibrose, ndo foram evidenciados
resultados significativos entre os grupos. Conclui-se que ndo foram evidenciados processos patolégicos
gerais em rins de ratos obesos e sua relagdo com o exercicio fisico. Desta forma, é sugerida a realizacdo de
novos estudos com protocolos mais longos a fim de elucidar melhor os resultados.
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MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF GENERAL PATHOLOGICAL PROCESSES IN KIDNEYS OF OBESE RATS AND
THEIR RELATIONSHIP WITH PHYSICAL EXERCISE

ABSTRACT

The objective of the study was to compare the morphological findings, quantify the inflammation and renal
fibrosis in obese rats submitted to physical exercise. Male Wistar rats were used. Control animals were fed
standard feed and tap water, and the obese were fed a hyperlipidic diet. These animals were submitted to
intermittent training, where the movement of complete extension of the paw was performed, lifting a load
positioned at the back of the vest. The animals' kidneys were collected to evaluate the findings. Regarding
the histopathological analysis, no general pathological processes were evidenced. When the fibrosis
guantification was performed, no significant results were observed between the groups. It was concluded
that no general pathological processes were observed in the kidneys of obese rats and their relationship
with physical exercise. In this way, it is suggested to carry out new studies with longer protocols in order to
better elucidate the results.
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INTRODUGCAO

A obesidade é caracterizada pelo
acumulo de gordura corporal na forma de
adiposo’ por consequéncia do excesso de
consumo de alimentos caléricos associados ao
sedentarismo. Nas ultimas décadas, a prevaléncia
da obesidade tem aumentado em proporgdes
alarmantes no mundo inteiro®. Obesidade e
doenca renal sdo motivos de preocupacao
mundial e sério problema na saldde publica, um
exemplo é os Estados Unidos onde 60% das
mulheres e 51% dos homens estdo classificados
com sobrepeso ou obesos devido ao aumento
intenso do numero de casos nos ultimos 20
anos’.

Estudos tém demonstrado a relagdo da
obesidade com a doenga renal cronica através de
um mecanismo multifatorial. A presenca da
obesidade no comecgo da vida estd ligada a baixa
taxa de filtracdo glomerular e o sobrepeso na
idade adulta dobra as chances de doenca renal
crénica’.

O rim é um érgao complexo cuja fungao
principal é atuar como filtro incansavel
transformando cerca de 1700 litros de sangue em
1 litro de urina a cada dia, concomitante a
eliminagdao de toxinas e escdrias metabdlicas;
com papel essencial na homeostase do
organismo’. Os rins apresentam formato oval,
coloragdo marrom-avermelhada e medem cerca
de 10 cm de comprimento, 5 cm de largura e 2,5
cm de espessura. Superiormente, estdo
associados ao diafragma; inferiormente, suas
faces posteriores estdo associados aos musculos
psoas maior medialmente e quadrado do lombo.
O rim direito se relaciona com o figado, duodeno
e colo ascendente e o rim esquerdo se relaciona
com estébmago, baco, pancreas, jejuno e colo
descendente®.

A obesidade é considerada um fator
independente da doenga renal crénica, segundo
estudos, além de estar associada a taxas de
morbidade mais altas e a doengas relacionadas a
obesidade. Existe a atuacdo de diversas enzimas
como a leptina e a adiponectina, citocinas como
TNF-a, IL-6 e MCP-1 e infiltrado celular com perfil
pro-inflamatério na ocorréncia da doenga renal
crénica®. O rapido ganho de peso causa
inicialmente uma reabsorgao tubular renal de
sddio aumentada que leva a vasodilatacdo renal
compensatéria e taxa de filtracdo glomerular
(TFG) aumentada. Os mecanismos
compensatorios também levam ao aumento da
tensdo da parede glomerular e hipertrofia
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glomerular, mudancas que podem levar a lesdo
renal, glomeruloesclerose e perda renal’.

Na doenca renal cronica, estudos
comprovam a importancia da inflamacdo na
fisiopatologia. Essa inflamagdo esta associada a
elevacdo de niveis séricos de proteinas
inflamatérias de fase aguda e uma variedade de
mediadores imuno-inflamatérios sendo que o
Ultimo modula a fung¢do endotelial, adesdo e
migracao das células circulantes do sistema
imune para o intersticio e apresentam
capacidade de ativar fibroblastos residentes®.

A atividade fisica regular em pacientes
renais cronicos possui uma grande importancia
por apresentar um efeito anti-inflamatério
através da reducdo dos niveis séricos de
componentes inflamatérios comumente
presentes nesses pacientes como alL-6 e PCR’.

Devido a grande prevaléncia da
obesidade na populagdo mundial conjuntamente
com o aumento do numero de novos casos de
obesos e sobrepesos e ao grande numero de
casos de doenca renal crénica associada também
a didlise em seu grau de comprometimento renal,
uma pesquisa mais incisiva sobre a correlagdo
entre a obesidade e a doenca renal serd de
grande elucidacdo para a area da saude.

A hipdtese é de que ratos obesos e
sedentarios apresentem mais inflamacdo e
fibrose no parénquima renal quando comparados
com aqueles que realizaram exercicios fisicos™. O
objetivo do estudo foi comparar os achados
morfoldgicos, quantificar a inflamacdo e fibrose
renal em ratos obesos submetidos ao exercicio
fisico.

METODOLOGIA

O projeto foi executado apds aprovacgao
do comité de ética em animais da Universidade
do Oeste Paulista (protocolo 2534). Os
procedimentos relacionados aos protocolos de
experimentagdo (exposi¢do a fumaga do cigarro e
ao alcool) até a eutanasia dos animais foram
executados na Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia de Presidente Prudente e aprovado
sob o processo n? 2/2013.

Procedimento Experimental

Junto ao Biotério central, foram obtidos
56 ratos machos Wistar pesando em torno de
200g e permaneceram no biotério para animais
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia UNESP
campus de Presidente Prudente, em gaiolas
plasticas (30x16x19cm) coletivas. Esses ratos
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machos Wistar permaneceram em grupos de 3 a
5 animais por gaiola, no biotério, sob
temperatura média de 22 * 2 e ciclo claro/escuro
de 12 horas, sendo o ciclo claro iniciado as 7:00
horas. Os animais controles foram alimentados
com racdo padrdao e agua de torneira fornecida
ad libitum, j3 os grupos obesos seguiram uma
dieta hiperlipidica (dieta de cafeteria)®,
composta por mortadela, bacon, salsicha,
bolacha, refrigerante e racdo padrdo, numa
proporcdo de aproximadamente 2:2:2:1:1:1
respectivamente, numa composicdo de 28% de
carboidratos, 13% de proteinas e 59% de lipideos
a partir do 22 més de vida. O peso corpéreo (PC)
dos ratos machos Wistar foi registrado
semanalmente.

Os animais foram divididos em quatro
grupos: Exercicio (E), Obeso Exercicio (OE),
Sedentario (S) e Obeso Sedentario (OS).

Treinamento Intermitente

Com algumas adaptacgodes, foi utilizado o
modelo de treinamento intermitente®. O
aparelho foi projetado de modo que o rato
macho Wistar ficasse imobilizado por um colete
adaptado sobre uma plataforma metalica.

Com auxilio de um clipe metalico, foram
realizadas estimulagcbes elétricas a extremidade
da cauda do animal ligado a um
eletroestimulador do tipo Dualpex 961, da
Quarker, calibrado pelo INMETRO. Os parametros
utilizados foram: frequéncia 1 Herts (Hz), duragéo
de 0,3 segundos com intervalo de 2 segundos
entre cada estimulagdo elétrica e, a intensidade
ajustada de maneira que o animal executou o
movimento, variando de 3 a 6 miliamperes (mA).
Esses paradmetros foram adotados, pois sdo
pulsos bidirecionais de média nula, ndo se
manifestando efeitos eletroliticos e permitindo
aplicacGes de longa duracdo sem risco de lesdo
dos tecidos.

O rato macho Wistar realizou a partir
dessa estimulagdo o movimento de extensdo
completa da pata (joelho e tornozelo) levantando
uma carga posicionada na parte posterior do
colete. O protocolo de treinamento serd de 3
séries de 12 repeticGes, 3 vezes por semana
durante 8 semanas. Na primeira semana foram
realizadas trés sessdes de adaptagdo sem
incremento de carga: 1, 2 e 3 séries de 2
repeticbes do primeiro ao terceiro dia
respectivamente. Nas primeiras duas semanas, os
animais realizaram o treinamento sem
incremento de carga. Nas terceira e quarta
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semana foram impostas uma carga equivalente a
50% do peso corporal®. No periodo
correspondente a quinta e sexta semana, a carga
foi ajustada a 60% do peso corporal do animal.
Durante ha sétima semana a carga utilizada era
de 70% do peso corpéreo do animal, seguindo
assim até o fim do protocolo de treinamento. A
carga utilizada para o teste agudo foi 50% do
peso corporal do animal.

De acordo com as variacdes da massa
corporal, a carga semanalmente foi ajustada. O
movimento de “squat jump” foi testado e
avaliado como indutor de hipertrofia em animais
semelhante a hipertrofia obtida em humanos
levantadores de peso™.

O treinamento se iniciou juntamente com
a dieta lipidica, quando os animais atingiram
idade jovem, adulta de 2 meses de idade.

Apds a fase de treinamento, os animais
foram eutanasiados com um corte na artéria
aorta apos sedacdo por anestésicos Quetamina e
Xilazina (40 mg/Kg do peso corporal) por via
intraperitoneal. Posteriormente, foi realizada
autopsia dos animais para retirada dos rins para
analise histopatoldgica.

Avaliacdo Histoldgica

Apds fixagdo em Boin, foram coletados
fragmentos da regido central do rim esquerdo e
emblocados em parafina. Foram confeccionadas
laminas histoldgicas com a espessura de 5pum.

Técnicas de Coloracgdo
Hematoxilina Eosina

E a mais adequada técnica para a analise
de células inflamatdrias, onde a hematoxilina foi
dissolvida no alcool e o alimen na agua destilada
(previamente aquecida). Posteriormente as duas
solugbes foram misturadas e aquecidas até a
fervura. O o6xido de mercurio foi adicionado a
solug¢do resfriada, mergulhando-se o frasco em
agua fria. O acido acético foi entdo colocado na
solu¢do fria para finalmente ser filtrada. Esse
processo durou em torno de 5 a 15 min, e apds a
lavagem do material em 4gua corrente, e
passagem rapida em alcool 95°, foi aplicada a
coloragdo em Eosina, e posteriormente
diferenciada em &lcool 95°.

Tricromio de Masson

Os cortes histolégicos foram
desparafinizados com xilol e passados em alcool
puro. Foram mergulhados em solu¢cao de Alumen
de aménio-férrrico a 45-50°C na estufa por 5 min.
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Posteriormente foram corados pela hematoxilina
de Regaud aquecida a 45 a 50°C na estufa por 5
min. Foi utilizado o diferenciador no alcool-
picrico (3 min). Apds as lavagens com agua
corrente foram corados na A" por 5 min, B™ por
mais 5 min e gotejamento de c” por mais 5 min.
Finalmente foram mergulhados em solucdo
aquosa de acido acético a 1% por 5 min.

Andlise de resultados

Para a andlise dos resultados foi
confeccionado um banco de dados eletrénico. Foi
realizada a andlise de varidancia ANOVA nos casos
de distribuicdo paramétrica, seguido pelo teste
de Tukey quando necessdrio e Kruskall-Wallis ,
seguido pelo teste de Dunn nos casos de
distribuicdo ndo paramétrica. Foram significativos
os valores de p<0,05.

RESULTADOS

Foram analisados 40 animais submetidos
a dieta hipercaldrica e exercicio fisico. Em relagdo
ao peso dos animais, foi verificado que o grupo
obeso sedentario apresentou aumento
significativo no peso pods-intervengdo quando
comparado com o grupo pré-intervencao,
associado também ao menor desvio padrdo
(p=0,007) (Tabela 1).

AR et g C

- o

96

Tabela 1. Comparacdo entre o peso dos animais
obesos submetidos ao exercicio fisico.

Grupos n (%) Pré- Pés-
intervengao intervengao

Controle 10 (25) 300,5+29,8 415,7420,8

sedentdrio

Controle 10 (25) 293,8+22,9 357,0+£27,9

exercicio

Obeso 10 (25) 312,5+£19,6 440,2+25,9

exercicio

Obeso 10 (25) 284,2+47,4 421,24+39,6*

sedentdrio

Total 40 (100)

P oy . \ 4
o S NG

* p=0,007; ANOVA.

Com relagdo a analise histopatoldgica dos
rins dos animais avaliados, ndo foram
evidenciados processos patoldgicos gerais, tais
como: necrose, inflamac¢do, edema e hemorragia
(Figura 1). Ao ser realizada a quantificacdo de
fiborose, ndo foram evidenciados resultados

significativos entre os grupos (Figura 2 e Tabela
2).

Figura 1. Andlise dos processos patoldgicos gerais em rins de ratos obesos e sua relagdo com o exercicio
fisico. Exercicio (E), Obeso Exercicio (OE), Sedentério (S) e Obeso Sedentario (OS).
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Figura 2. Quantificacdo de fibrose em rins de ratos obesos submetidos ao treinamento fisico. Exercicio (E),
Obeso Exercicio (OE), Sedentario (S) e Obeso Sedentdrio (OS).

Tabela 2. Quantificagdo de fibrose em rim de
ratos obesos submetidos ao exercicio fisico.

Grupos n (%) Med (25% - 75%)
Controle sedentario 10 (25) 0,8(0,5-1,1)
Controle exercicio 10 (25) 0,9(0,4-1,5)
Obeso exercicio 10 (25) 0,8(0,5-1,3)
Obeso sedentario 10 (25) 0,8(0,6-1,1)
Total 40 (100)

p=0,295; Teste de Kruskal-Wallis.

DISCUSSAO

O exercicio representa um estresse fisico
que desafia a homeostase. O desafio inclui a
clinica, o paciente, fatores sistémicos e o
ambiente que envolve o paciente nos quesitos
psicoldgico, bioquimico e parametros
imunoldgicos™.

A literatura mostra que existe uma
correlagdo entre o exercicio fisico e a piora da
morfologia renal representado pelo aumento de
dreas mesangiais, aumento das concentragdes
plasmaticas de ureia e de creatina quinase (CK)
acarretando na piora do perfil morfoldgico
renal’®>. Em nosso estudo n3o encontramos
resultados significativos com relacdo a morfologia
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renal. Tal dado pode estar relacionado ao tempo
de protocolo de treinamento fisico.

Analisando o trabalho realizado por
Chiung-Chi et al.’®, observa-se o efeito do
exercicio fisico sobre o rim, funcdo renal e o
ganho de peso, pode melhorar os quadros de
edema renal, em relagio a deposicio de
colageno e diminui¢do da produc¢do de citocinas
inflamatdrias. Em nosso estudo observamos que
somente os pesos dos animais apresentaram
resultados significativos. Uma das limitagGes
deste estudo foi a nao realizagdo de exames
laboratoriais e bioquimicos. Acreditamos que
talvez os resultados oriundos de perfis
hematoldgicos pudessem apresentar resultados
mais sensiveis de ser observados.

CONCLUSAO

Ndo foram encontrados processos
patoldgicos gerais em rins de ratos obesos e sua
relagdo com o exercicio fisico. Desta forma é
sugerida a realizacdo de novos estudos com
protocolos mais longos a fim de elucidar melhor
os resultados.
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