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RESUMO

Diabetes Mellitus (DM) é uma condi¢&o crénica que acontece quando o corpo ndo produz ou
ndo consegue utilizar de forma eficiente a insulina e é marcada por anormalidades
metabolicas e complicagfes cronicas. Atualmente a préatica regular de exercicio, aliada a dieta
e insulinoterapia, tem sido considerada uma das principais abordagens no tratamento do DM,
enquanto que o sedentarismo se apresenta como preditor de complicacdes e mortalidade.
Estudos recentes tém relatado que o exercicio fisico é capaz de retardar a progressdo da
doenca renal. Entretanto, a maior parte dos estudos verificaram alteracdes renais no DM
somente em longo prazo. Além disso, o conhecimento sobre os efeitos do exercicio fisico na
nefropatia diabética ainda é escasso. Este trabalho visa investigar o efeito do exercicio aerobio
moderado sobre os aspectos morfofuncionais e bioquimicos tecido renal de ratos diabéticos.
Ratos da linhagem Wistar, machos, 30 dias de idade, foram divididos nos seguintes grupos
(n=12/ grupo): controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS),
diabético treinado (DT) e diabético treinado previamente (DTP). O DM foi induzido por
estreptozotocina (40mg/kg, i.p.). Logo apos a confirmacdo do diabetes, teve inicio o programa
de exercicio, que consistiu em seis semanas de natacdo (3dias/semana e 30min/dia) para 0s
grupos CT e DT. O grupo DTP foi submetido a quatro semanas de exercicio prévio em
relacdo ao inicio do treinamento dos demais grupos treinados. Foi feita a coleta de sangue
para analise bioquimica (glicemia, dosagem de creatinina e albumina). Os rins foram
coletados para analise histopatoldgica da integridade do parénquima renal (Hematoxilina e
Eosina), formagdo de tecido fibroético (Picrosirius rer). Os animais do grupo diabético tiveram
indice glicémico maior, quando comparados aos grupos controles (p<0,001). Houve uma
reducdo significativa nos grupos diabéticos treinados (p<0,01). A creatinina foi aumentada em
todos os grupos, quando comparados ao controle (p<0,05). A albumina, assim como 0 peso
foram diminuidos nos grupos diabéticos, comparado com o grupo controle (p<0,05). O DM
acarretou em uma hipertrofia renal nos grupos diabéticos, comparado com o0s grupos controle
(p<0,05), porém houve diminuicdo significativa nos animais com grupos treinados (p<0,01)
Foi observado uma menor diminuicdo na quantidade de glomérulos e aumento no tamanho
destes, nos grupos diabéticos, quando comparado aos grupos controles (p<0,05). E o exercicio
mostrou-se eficiente na reducdo da fibrose glomerular e da fibrose tubular. Os resultados
mostram que a aplicacdo do exercicio fisico aerébio moderado, em animais de um modelo
experimental diabetes tipo 1 foi capaz de prevenir e/ouo tratar danos renais causados pela
doenca.

Palavras-chave: Rins; Atividade Fisica; Glomérulos; Fibrose, Hipertrofia renal.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic condition that occurs when the body does not or can not
efficiently use insulin and is marked by metabolic abnormalities and chronic complications.
Currently, regular exercise, combined with diet and insulin therapy, has been considered one
of the main approaches in the treatment of DM, whereas sedentary lifestyle presents itself as a
predictor of complications and mortality. Recent studies have reported that physical exercise
is capable of slowing the progression of kidney disease. However, most of the studies verified
renal changes in DM only in the long term. In addition, knowledge about the effects of
physical exercise on diabetic nephropathy is still scarce. This work aims to investigate the
effect of moderate aerobic exercise on the morphofunctional and biochemical aspects of renal
tissue in diabetic rats. Male Wistar rats were divided into the following groups (n = 12 /
group): sedentary control (CS), trained control (CT), sedentary diabetic (DS), diabetic trained
(DT) and diabetic Previously trained (DTP). DM was induced by streptozotocin (40mg / kg,
i.p.). Soon after the confirmation of diabetes, the exercise program consisted of six weeks of
swimming (3 days / week and 30 minutes / day) for the CT and DT groups. The DTP group
underwent four weeks of previous exercise in relation to the beginning of the training of the
other trained groups. Blood samples were collected for biochemical analysis (blood glucose,
creatinine and albumin). The kidneys were collected for the histopathological analysis of renal
parenchymal integrity (Hematoxylin and Eosin), formation of fibrotic tissue (Picrosirius rer).
The animals in the diabetic group had a higher glycemic index when compared to the control
groups (p <0.001). There was a significant reduction in trained diabetic groups (p <0.01).
Creatinine was increased in all groups when compared to control (p <0.05). Albumin, as well
as weight, were decreased in the diabetic groups, compared to the control group (p <0.05).
The DM had renal hypertrophy in the diabetic groups, compared to the control groups (p
<0.05), but there was a significant decrease in the animals with trained groups (p <0.01). A
smaller decrease in the number of glomeruli and In the diabetic groups, when compared to the
control groups (p <0.05). And exercise was efficient in reducing glomerular fibrosis and
tubular fibrosis. The results show that the application of moderate aerobic exercise in animals
of an experimental model type 1 diabetes was able to prevent and / or treat kidney damage
caused by the disease.

Keywords: Kidneys; Physical activity; Glomeruli; Fibrosis, Renal hypertrophy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus e Nefropatia Diabética

A Diabetes Mellitus (DM) é uma condicgdo cronica que acontece quando o0 corpo ndo
produz ou ndo consegue utilizar de forma eficiente a insulina, horménio produzido no
pancreas e necessario para captacao de glicose da corrente sanguinea. A DM ¢é uma doenca
que aumenta de forma epidémica no mundo todo. Hoje um em cada onze adultos tem a
doenca, totalizando cerca de 415 milhdes de pessoas. Estima-se, ainda, que até 2040, este
namero eleve-se para cerca de 642 milhdes (IDF Diabetes Atlas 7th edition, 2015).

A DM ¢ principalmente classificada em dois tipos, tipo 1 ou DM insulino-dependente
e tipo 2 ou DM ndo insulino-dependente. A DM do tipo 2 representa pelo menos 90 % dos
casos e é a forma predominante e adquirida da doenca, representando uma combinacdo de
resisténcia a acao da insulina e uma resposta compensatéria inadequada a secre¢do da mesma.
(JONNALAGADDA et al., 2014). A causa da DM Tipo 1 (DM-1) é uma deficiéncia absoluta
da secrecdo de insulina. Ambos os tipos tém a hiperglicemia como manifestacdo classica
associada frequentemente a polilria, polidipsia e perda de peso ou polifagia (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Pesquisas recentes mostram que a DM ¢ a terceira doenca crénica mais presente na
infancia e entre as doencas autoimunes é a mais prevalente (DABELEA et al., 2014). Pela
primeira vez o nimero de criangas com a doenca excedeu 500 mil, estima-se que cerca de 542
mil criancas tenham a doenca (IDF Diabetes Atlas 7th edition, 2015).

Além disso, a DM esta associada com varias complicacdes microvasculares (tais
como a retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares (como doencas coronarias,
cerebrais e periféricas) (JONNALAGADDA et al., 2014, BORTOLIN et al., 2015).

A nefropatia diabética (ND) é uma das mais prevalentes e sérias complicacfes
microvasculares induzida pela DM, e ocorrem devido ao aumento do fluxo de glicose nos rins
através de mecanismos independentes de insulina (GAO et al., 2014, KANCHAN et al.,
2016). Além disso, é também considerada como a principal causa de doenca renal crénica
terminal em ambos os tipos de DM (RAN et al., 2014). Vérias alteracGes, tanto estruturais,
guanto funcionais estdo associadas com a DM, mais especificamente no glomérulo, tabulo-
intersticial e vascularizagdo. As anormalidades estruturais incluem desde hipertrofia,
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espessamento da membrana basal glomerular, atrofia tubular até mesmo fibrose intersticial
(HILLS; SQUIRES, 2011, BANKI et al., 2013, KANCHAN et al., 2016).

Histologicamente, a ND é caracterizada por um acimulo de matriz extracelular (MEC)
tanto no mesangio glomerular e intersticio tubular , acarretando em esclerose glomerular e
fibrose tubulointersticial, com uma excessiva cicatriz renal e um declinio na funcdo excretora
(HILLS; SQUIRES, 2011, BANKI et al., 2013, JUNG et al., 2016). Os principais
constituintes do acimulo de matriz mesangial em pacientes com longa histdria de diabetes séo
colageno tipo IV, Fibronectina e, em estagios avancados, o Colageno Tipo | (SHARMA,;
MCGOWAN, 2000). Varias citocinas e fatores de crescimento tém sido identificados.
Especificamente, o Fator de Crescimento Transformante — betal (TGF — 1) (MISSERI;
MELDRUM, 2005), tem sido vinculado a achados como a hipertrofia renal, alem do acimulo
de células mesangiais e componentes intersticiais na DM (ZI'YADEH, 2008).

A quantificacdo de albumina na urina é a abordagem mais comumente aceita para
triagem de proteindria (KOH et al., 2011). Esta, por sua vez, € considerada um marco da ND,
e tem sido geralmente considerada como o principal marcador de lesdo glomerular e um
aumento da permeabilidade glomerular a macromoléculas (JHA; JANDELEIT-DAHM;
COOPER, 2014).

De forma geral, a evolucdo das numerosas complicacdes em longo prazo da DM esta
correlacionada com a severidade e a duracdo da hiperglicemia, sendo esta considerada a
principal causa dessas complica¢fes (JAGTAP; PATIL, 2010). No entanto, ainda nao se sabe

0S mecanismos pelos quais esse processo ocorre.

1.2 Estresse oxidativo e a Relagdo com a Diabetes Mellitus

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos prejudiciais de danos
teciduais induzidos por hiperglicemia, incluindo a via dos poliois, a formacdo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), metabolismo de hexosamina, a ativacdo da proteina
cinase C (PKC) e a angiotensina Il (JHA; JANDELEIT-DAHM; COOPER, 2014,
KANCHAN et al., 2016). Estas vias proporcionam um aumento do estresse oxidativo, o qual
sabidamente estd associado a uma série de danos no tecido durante o estado diabético
(KANCHAN et al., 2016).
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O estresse oxidativo pode induzir a resisténcia a insulina e/ou deteriorar a DM por
meio de multiplos mecanismos. No processo de estresse oxidativo, espécies reativas de
oxigénio (ROS) sdo produzidos em excesso, principalmente, pelas mitocondrias. ROS
incluem anions superéxidos (O,"), radicais de hidroxila (OH") e per6xido de hidrogénio
(H20,). Podem inclusive, causar danos e apoptose de células  das ilhotas pancreaticas com
uma consequente reducdo da secrecdo de insulina (LI et al., 2014). Ainda, existe evidéncia de
que ROS e a exposicdo a altas quantidades de glicose contribuem para a apoptose de
podocitos na DM experimental (ISHIKAWA et al., 2012). Na verdade, o estresse oxidativo
tem sido considerado como um dos principais mecanismos de progressdo da patogenicidade
na DM, e pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de muitas
complicagdes renais tardias (PALMA et al., 2014).

Organismos aerobicos se defendem contra ROS por meio de mecanismos enzimaticos
e ndo enzimaticos de desintoxicacdo (KALYANARAMAN, 2013). Dentre os mecanismos
para prevenir o dano oxidativo, a célula contém enzimas que desintoxicam ROS, como
superéxido dismutase (SOD), que converte o superdéxido (O,") em peréxido de hidrogénio
(H20,) além da catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH -Px ), enzimas que atuam na
sequéncia convertendo H,O, em agua. No entanto, em condices patolégicas como na DM,
onde existe um excesso producdo de ROS, estas podem contribuir para 0 aumento da
peroxidacdo de lipidios de membranas celulares de oxidacdo de proteinas (PALMA et al.,
2014).

A peroxidacdo lipidica € um personagem caracteristico da diabetes cronica, que
prejudica a fluidez de membrana celular e altera a atividade de enzimas ligadas tanto a
membrana quanto a receptores, e resulta em um mau funcionamento das mesmas. O produto
secundario da peroxidacdo lipidica é o Malonaldeido (MDA), que € utilizado como um
indicador de danos no tecido (ANNADURAI et al., 2014).

Vérias linhas de evidéncia suportam uma associacdo proxima entre o estresse
oxidativo e a evolucdo da diabetes, revelando que o estresse oxidativo secundario a
hiperglicemia ocorre antes do surgimento das manifestacBes clinicas das complicagdes
avancadas da DM, demonstrando que este distarbio possui um papel chave no
estabelecimento da patogénese da doenga (TEIXEIRA-LEMOS et al., 2011).
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1.3. Papel do Exercicio Fisico no Controle da DM e do Estresse Oxidativo

O exercicio fisico regular ¢ um componente indiscutivel para um estilo de vida
saudavel, sendo considerado agente profilatico de uma série de condicBGes patoldgicas
crénicas (SMITH et al., 2012). Assim, a inatividade fisica pode ser um determinante
importante de morbidade e mortalidade entre individuos acometidos pela DM (BARCELLOS
et al., 2012). Sabe-se que o0 exercicio fisico esta associado a uma formacdo aumentada de
ROS, principalmente devido ao aumento do consumo de O, pelos tecidos ativos. Diversos
estudos demonstraram que a quantidade de radicais livres nos tecidos biologicos aumenta
apo6s o exercicio agudo/crénico, o que coincide com o surgimento de danos a estrutura
tecidual (JACKSON, 2008; LONGO et al., 2008).

A maior parte do O2 consumido € utilizada na mitocondria para a fosforilagcdo
oxidativa. No entanto, cerca de 2-5% do oxigénio utilizado neste processo sdo convertidos em
radicais livres (SCANDALIOS, 1997; JENKINS, 2000; TEIXEIRA-LEMOS et al., 2011). O
exercicio cronico de intensidade moderada altera positivamente a homeostase oxidativa das
ceélulas e dos tecidos, diminuindo os niveis basais de danos oxidativos e aumentando a
resisténcia ao estresse oxidativo (BELOTTO et al., 2010). De fato, exercicio regular causa
adaptacOes na capacidade antioxidante, protegendo as células contra os efeitos devastadores
do estresse oxidativo, prevenindo assim os danos celulares (TEIXEIRA-LEMOS et al., 2011).
Porém, devido aos riscos associados com hipoglicemia induzida pelo exercicio, estudos que
examinam as concentracdes de glicose no sangue em humanos em resposta a um exercicio sao
apenas de curta duracdo (uma Unica sessdo de exercicio por dia) (MCDONALD et al., 2014)

Trabalhos recentes sugerem que o processo inflamatério crénico e o estresse oxidativo
promovem a progressdo da ND (ISHIKAWA et al., 2012). O estresse oxidativo tém sido
frequentemente associado & patogénese de doencas micro e macro vasculares observadas em
individuos diabéticos. Alguns dados fornecem um forte suporte ao papel do exercicio regular
na reducdo da peroxidacao lipidica (JACKSON, 2008). De fato, se o exercicio regular pode
mostrar um efeito protetor contra o estresse oxidativo em individuos com DM, a sua
utilizacdo como uma medida terapéutica ndo farmacoldgica é extremamente atrativa. As
adaptacGes observadas durante a prética de exercicios fisicos regulares sdo pelo menos

parcialmente mediadas por uma supra regulacdo da producdo basal do déxido nitrico. Este
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aumento observado durante o exercicio fisico é capaz de induzir adaptacdes protetoras por
interacbes com varios fatores de transcricdo e, portanto, capaz de influenciar a expresséo
génica das enzimas antioxidantes (TEIXEIRA LEMOS et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrado em um estudo experimental que uma linhagem de
ratos diabéticos teve um aumento na expressdo de enzimas antioxidantes, com um declinio
nos danos oxidativo. Os dados foram exibidos pelo aumento na expresséo de isoformas de
SOD. Em paralelo as melhorias do dano oxidativo, foi demonstrado ainda que o treinamento
fisico ajudou na diminuicédo da excre¢do de albumina pela urina, na manutencédo na densidade
de poddcitos e na diminuicdo da inflamacdo crbnica. Logo, tais resultados podem ser
relacionados com os efeitos benéficos do exercicio na ND (ISHIKAWA et al, 2012).

O exercicio é um forte componente do manejo de pacientes com DM tipo 1, pois ele
pode ter efeitos positivos sobre o controle glicémico (JERUMS; MACISAAC, 2015).

1.4. Modelo Experimental

Para o estudo da caracterizagdo do estresse oxidativo no tecido renal e sua relagdo com
a DM e o exercicio fisico, utilizou-se 0 modelo experimental de ratos (Rattus norvegicus
Wistar) com DM induzida a partir da aplicacdo de estreptozotocina (STZ). A STZ ¢ utilizada
para o tratamento de tumores de células da ilhota pancredtica e alguns tumores
neuroenddcrinos e possui citotoxicidade seletiva para células B pancreaticas (DE LA
GARZA-RODEA et al., 2010). Dessa maneira, a STZ causa fragmentacdo do DNA nas
células R-pancredticas e deplecdo de NAD" e NADH" celular para niveis nio fisiol6gicos, o
que resulta, por sua vez, em morte celular (YANG; WRIGHR Jr, 2002).

Poucos dias ap6s administracdo da STZ, os animais apresentam sinais clinicos da DM
como polidipsia, polidria e debilitacdo do quadro motor geral. Achados de nosso grupo
evidenciam que dentro de quatro semanas apds inducdo, apos a indugdo da DM, ja se pode
observar efeitos negativos da doenca em diversos orgaos, tais como coracdo (DA SILVA et
al., em preparacao).

Portanto, no presente projeto, visamos investigar se o exercicio fisico pode

potencializar a resposta antioxidante enzimatica do tecido renal em um modelo experimental
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de ratos diabéticos, estabelecendo uma relacéo entre efeitos benéficos da atividade fisica na
manutencdo da estrutura ou recuperacao do tecido mediante os danos provocando pela DM.
Os resultados dessa pesquisa possuem relevancia clinica, pois podem fornecer pistas
sobre 0os mecanismos relacionados ao estresse oxidativo na DM e, propiciar subsidios
necessarios para o embasamento de estudos posteriores envolvendo a atividade fisica em

humanos portadores da DM.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Verificar a influéncia do exercicio fisico aer6bio como um agente de prevencdo nas

alteracdes teciduais renais proporcionadas pela Diabetes Mellitus num modelo experimental
de ratos.

2.2. Objetivos especificos
e Verificar o efeito do exercicio aerébio sobre o controle glicémico nos animais dos

grupos experimentais;

e Verificar o efeito do exercicio aerébio sobre o controle nas altera¢bes clinicas dos
grupos experimentais, tais como:

e Peso corporal, Polidipsia, Polifagia e Poliuria;

o Verificar alteragdes morfologicas, tais como:

e Peso renal, Densidade glomerular, Tamanho dos glomérulos, Fibrose glomerular e
Fibrose tubulointersticial;

e Mensurar atividade renal através da quantificacdo de Creatinina e Albumina no sangue
e urina, respectivamente;

e Analisar se o treinamento aer6bio é capaz de prevenir e/ou tratar os possiveis danos

causados na nefropatia diabética.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Declaracéo de Etica
Todos os procedimentos foram realizados seguindo as diretrizes do Conselho Nacional

de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEUA) e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CEUA-UFRN), sob
Protocolo de nimero 014/2015 (ANEXO 1).

3.2. Célculo amostral
O tamanho da amostra foi calculado por meio do programa G*power (verséo 3.1.6)

(FAUL et al., 2007) com base no modelo de anélise de variancia (ANOVA) unifatorial,
considerando-se o nivel glicémico como desfecho priméario. Um total de 60 animais foi
estimado como necessario para detectar um tamanho do efeito minimo de 0.6 (COHEN,
1988), com 80% de poder estatistico e nivel alfa em 5%. Em estudo piloto prévio, nosso
grupo observou uma taxa de mortalidade de 40% nos animais estudados. Desse modo, 0
numero requerido de animais foi ajustado para 70 a fim de compensar pela possivel perda de
dados (CHARAN AND KANTHARIA, 2013). Foram realizados esfor¢os para minimizar o

namero de animais utilizados na pesquisa e seu sofrimento durante 0s experimentos.

3.3. Desenho experimental
Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, com 30 dias

de idade, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte. Os animais foram separados em cinco grupos (outros detalhes sdo

demonstrados na Figura 1):
C (animais controles ndo treinados), com 10 animais;
CT (animais controles treinados), n = 15;
D (animais diabéticos ndo treinados), n = 15;
DT (animais diabéticos treinados), n = 15;

DTP (animais treinados previamente a inducédo do diabetes), n = 15.
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A discrepancia em relacdo ao nimero de animais entre 0s grupos se deve ao alto indice
de mortalidade do grupo de animais diabéticos e animais diabéticos treinados (que pode
chegar a 40% em nossas observagdes prévias). Assim, presumiu-se que teriamos ao término

dos experimentos cerca de dez animais por grupo.

Os animais permaneceram alojados em caixas de propileno providas de bebedouro e
comedouro durante periodo de ambientacdo de uma semana. Em seguida, foram alocados 4
animais por caixa, mantidas em condigdes controladas de temperatura (24+2°C) e de
iluminacdo (ciclo de 12 horas claro/ 12 horas escuro) e receberam ragdo e 4gua ad libitum.

Delineamento temporal
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Figura 1 — A) Desenho experimental, direcdo do delineamento temporal, com 0s principais
eventos: Nascimento, inicio dos procedimentos experimentais e eutanasia (Fim do protocolo e
iniciacdo dos procedimentos cirurgicos). B) Cronologia do treinamento fisico, para todos os
grupos treinados (GCT, GDT, GDTP). E destaque da semana de inducdo ao DM. Durante
este periodo, o grupo DTP foi submetido ao treinamento fisico para evitar o destreinamento;

3.4 Inducéo da Diabetes Mellitus
Apos jejum prévio de 12hs, os animais dos grupos DS, DT e DT foram induzidos a

DM-1 induzida por injecdo de STZ (Cayman Chemical), dissolvida em solucdo tampé&o de
citrato 0,1 M (0,1 M, pH 4,5), via intravenosa (veia peniana — Figura 2), a uma dose de 40
mg/kg de peso corporal. Agua e comida foram disponibilizados duas horas apds a
administracdo (SILVA et al., 2013). Devido a instabilidade da droga em solucdo, a
estreptozotocina foi administrada dentro de 10 minutos apds a dissolugdo (DE LA GARZA-
RODEA et al., 2010). Os animais dos grupos CS e CT receberam a mesma dosagem de
veiculo (tampdo citrato 0,1 M, pH 4,5) sem a dose de estreptozotocina.

Apobs 48h da inducdo, a glicemia foi mensurada por meio de amostra sanguinea
retirada da veia caudal com glicosimetro portatil (Accu-chek Roche®). Foram considerados
diabéticos os animais que apresentaram niveis glicémicos superiores a 250mg/dl. A dosagem

da glicemia também foi verificada ao final do experimento para posteriores comparacoes.

Figura 2 — Inducéo ao DM, por via intravenosa — veia peniana.
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3.5. Programa de Treinamento Fisico
Foi realizado um protocolo de exercicio fisico aerobio moderado (adaptado de DA

SILVA et al, 2012), realizado em uma caixa d’agua de polietileno, 310 L com 103 cm de
largura em seu maior diametro, 81,3 cm no menor diametro e 53,4 cm de altura (Tigre, Sdo
Paulo/ Brasil) ¢ com coluna d’agua de 40cm. Os grupos foram separados de forma
homogénea de acordo com a idade. Iniciado o treinamento, este foi realizado trés vezes por
semana (30min/dia), por um periodo de seis semanas para os grupos CT e DT e por 10
semanas para 0 grupo DTP. Os animais ndo-treinados foram mantidos nas suas respectivas
caixas. Os grupos CT e DT iniciaram o treinamento aos 58 dias de idade, enquanto que o
grupo DTP iniciou aos 30 dias. O inicio antecipado, para o grupo DTP, corresponde ao
periodo de trés semanas e meia, em que foi realizado o treinamento prévio (como descrito
anteriormente). Para cada sessdo de treinamento eram colocados oito animais por vez,
correspondente a duas caixas. Em seguida os animais eram retirados, secos com toalha e

realocados em suas respectivas caixas.

3.6. Eutanésia dos animais e coletas das amostras
Os animais passaram por jejum de 8-12 horas antes da eutanasia. Todos 0s grupos

foram eutanasiados com dose letal de tiopental intraperitoneal (>90mg/kg de peso) associado
a lidocaina (2%), seguida de toracotomia para a retirada bilateral dos rins. Os 6rgaos foram
pesados em balanca analitica para avaliacdo de hipertrofia do 6rgdo. O sangue foi coletado
pela veia porta para analises bioquimicas. As concentracGes plasmaticas de glicose e as
concentragdes séricas de creatinina e albumina foram determinadas utilizando kits LABTEST
(Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), de acordo com a metodologia descrita pelo fabricante,
utilizando o analisador bioquimico LABMAX PLENNO (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais,
Brasil). O sangue total periférico foi estabilizado em fluoreto de sodio. Para as demais
dosagens, foi utilizado sangue total para obtencdo do soro. As dosagens destes parametros

foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Clinica DACT-UFRN.

O rim foi seccionado (Figura 3) e os fragmentos foram armazenados de acordo com a
analise a ser realizada. Os fragmentos destinados a andlise histopatologica e
imunohistoquimica foram armazenados em recipientes com fixador paraformoldeido

tamponado 4%. As amostras destinadas a quantificacdo de atividade enzimatica, foram
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congeladas em nitrogénio liquido até o final da eutanasia e posteriormente armazenados a
temperatura -80 °C. Por fim, as amostras que serdo utilizadas para anlise de biologia
molecular foram imersas em RNA later (STZ , Sigma-Aldrich , St. Louis , MO) e

posteriormente congelados a -80 °C.

1D — MEV 1E — HISTO
2D - 2D1 e 2D2 (ENZIMAS) 2E — 2E1 (BIOMOL) 2E2 (TBARS)
3D - MEV 3E - HISTO

Figura 3 — Desenho esquematico da divisdo dos rins para cada metodologia. 1D e 3D — MEV
(Microscopia eletrénica de varredura); 1E e 3E — HISTO (Histologia e Imunohistoquimica);
2D - ENZIMAS (atividade enzimatica); 2E1 — BIOMOL (Biologia molecular) e 2E2 —
TBARS (Peroxidacéo de lipideos).

3.7. Técnicas histologicas

Para realizacdo das analises histologicas foram utilizados todos os animais de cada
grupo. Os tecidos renais, devidamente fixados, foram submetidos a técnica histologica de
rotina (desidratacdo, diafanizacdo, impregnacdo e inclusdo em parafina). Em seguida, os
blocos foram cortados em sec¢BGes consecutivas de 5 pum para confeccdo de laminas
histolégicas coradas em Hematoxilina-Eosina (HE); Picrosirius Red; Acido Periddico-Schiff
(PAS) e Azul de toluidina, utilizando-se protocolos padrdo de coloracdo. A coloragdo em HE
visa avaliar o parénquima renal, observando a presenca de glomérulos renais na regido
cortical do rim, bem como o aspecto glomerular e tubular, além de outros achados como

degeneracéo celular e algum tipo de infiltrado inflamatério. A coloragdo em Picrosirius Red
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foi utilizada para contagem geral dos glomerulos, tamanho destes, fibrose glomerular e
fibrose tubulointersticial. (LUIZ et al., 2013).

A avaliacdo morfométrica, inclui contagem dos glomérulos e tamanho glomerular foi
realizada por examinador capacitado e cego utilizando-se do software Image J, versao 1.48v
(National Institutes of Health, Maryland, EUA; http://rsh.info.nih.gov/nih-image/). As fotos
das laminas foram retiradas utilizando-se um microscépio optico Axiolmager M2 (Zeiss) de
campo claro, equipado com camera de video digital AxioCam Mrc (Zeiss). A contagem dos
glomérulos foi realizada utilizando imagens fotografadas em campo claro, em um aumento
100 vezes, e cinco campos aleatorios. As medidas de tamanho foram tomadas utilizando a
medida do maior didmetro do glomérulo, em 10 glomérulos por laminas e em um aumento de

400 vezes.

3.8 Analises bioquimicas

3.8.1 Extracdo enzimatica

O cértex renal (100 mg) de sete a oito animais de cada grupo (n=5, para cada grupo)
foi homogeneizado em tampdo fosfato de extracdo enzimatica (KCI 140 mM + fosfato 20 mM
+ EDTA 0,1 mM; pH 7,4) a uma relacdo de massa/volume de 1:10, apés trituracdo na
presenca de nitrogénio liquido utilizando pistilo e almofariz. O homogenato foi armazenado
em microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 13000 x g durante 10 minutos a uma temperatura
de 4°C em centrifuga MIKRO 200R (Hettich - Tuttlingen/Alemanha). Apo6s essa etapa, 0
sobrenadante (fase proteica) foi colhido e armazenado a -20°C para realizacdo das demais
etapas da andlise bioquimica (adaptado de SAMARGHANDIAN; AFSHARI; SADATI,
2014).

3.8.2 Quantificacdo de proteinas

As proteinas foram quantificadas por meio do ensaio de Bradford (BRADFORD,

1976), utilizando um corante a base de Comassie Brillant Blue (reagente de Bradford). As
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amostras foram diluidas a 1:40 e colocadas em microplaca junto ao reagente de Bradford (10
pL da diluicdo de cada amostra + 200 pL do reagente) . Apoés 10 minutos no escuro, a
microplaca foi lida contra o branco de referéncia no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotobmetro Femto 700 plus (Sdo Paulo, SP/Brasil) localizado no Laboratorio de

Biotecnologia de Polimeros Naturais (Biopol) (Departamento de Bioquimica/UFRN).

3.8.3 Andlise da atividade enzimatica da CAT

Apbs serem homogeneizadas no tampdo de extracdo enzimatica, as amostras
pulmonares foram submetidas a avaliacdo da atividade da CAT. Para tanto, 50 pL do extrato
bruto das amostras foram misturados a 2,95 mL de tampé&o fosfato de potéssio (50 mM; pH
7,0) e H,O, a 20 mM em tubos de hemolise. A atividade da CAT foi medida por meio da
quantificacdo da oxidacdo do H,O, em comprimento de onda de 240 nm (HAVIR; McHALE,
1987) durante 300 segundos com leituras a cada 30 segundos, em espectrofotdmetro
Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences — Cambridge/Inglaterra) localizado no
Laboratorio de Quimica e Funcdo de Proteinas Bioativas (LQFPB) (Departamento de

Bioquimica/UFRN). Os resultados foram expressos em nmolH,0,/min/mgPROT.

3.8.4 Andlise da atividade enzimatica da SOD

Para quantificar a atividade da enzima SOD, os extratos enzimaticos pulmonares
foram diluidos em tamp&o de extracdo a uma razdo de um 1:2 e 10 pL dessa diluicdo foram
misturados em 166 pL de tampdo fosfato de potassio (50 mM; pH 7,8), 20 pL de Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) a 750 uM e 4 pL de riboflavina a 1 mM. As amostras e os demais
reagentes foram colocados em microplacas e a leitura foi realizada em comprimento de onda
de 560 nm (MISRA; FRIDOVICH, 1972) em espectrofotometro Femto 700 plus (S&o Paulo,
SP/Brasil) localizado no Biopol (Departamento de Bioquimica/UFRN). Os resultados foram

expressos em UA/gMF/min.
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4. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os célculos estatisticos foram realizados com o software GraphPad
Prism© versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). Apoés verificacdo de
que as variaveis continuas ndo apresentavam distribuicdo normal, com o teste Shapiro-
Wilk, diferengas estatisticas para as medidas Unicas o Kruskal Wallis, seguidas do pds-teste
de Dunn para comparagfes multiplas. Para as s analises de medidas repetidas foram feitas
por meio da ANOVA two-way seguidas do pos-teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas. P valores < 0.05 foram considerados como estatisticamente significativos. Os

resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo do modelo de estudo

5.1.1 Hiperglicemia
A caracterizacdo clinica da doenca é realizada, principalmente com a observagdo e

andlise da Hiperglicemia, Polidipsia, Polifagia e Polituria. Apenas a polidria nao foi
quantificada, sendo apenas contatada por observagdo. Todos os animais tiveram as glicemias
iniciais verificadas antes da introducdo destes em seus respectivos grupos, confirmando que
0s animais eram normoglicémicos dentro dos valores de referéncia indicados para ratos
Wistar (DANTAS et al., 2006). A glicemia sérica realizada ao final dos experimentos (Figura
3) revelou que o exercicio fisico exerceu um papel de controle nos niveis glicémicos dos 0s
animais dos grupos diabéticos (GD, GDT e GDTP). Os animais se mantiveram
hiperglicémicos, mas apresentaram reducéo significativa quando comparados aos grupos GC
e GCT. ***P < 0.001 vs. GC; **P < 0.01 vs. GC; *P < 0.05 vs. GC; "P < 0.001 vs. GCT;
P < 0.05 vs. GCT. (Figura 4).
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Figura 4 — Glicemia final dos grupos GC, GD, GCT, GDT e GDTP ao final dos
experimentos. Os resultados sdo mostrados em média * erro padrdo. ***P < 0,001 vs. GC;
**P < 0,01 vs. GC; *P < 0,05 vs. GC; *P < 0,001 vs. GD; P < 0,05 vs. GCT.
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5.1.3 Percentual de ganho de peso
Todos os animais foram pesados no inicio, quinzenalmente e ao final do periodo

experimental (Figura 4). Inicialmente todos os grupos apresentaram valores similares entre si,
no dia zero, ndo apresentando diferencas significativas. Ao longo do experimento foi
acompanhado o percentual de ganho de peso e observou-se que os animais dos grupos
diabéticos GD, GDT e GDTP obtiveram um ganho de peso menor que 0s animais dos grupos
GC e GCT. Sendo GD e GDT ***P e P < 0,001 vs. GC e GCT, respectivamente. O grupo
GDTP apresentou resultado significante ""'P < 0,001 vs. GCT. (Figura 5)
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Figura 5 — Percentual de ganho de peso ao longo do periodo experimental para os grupos GC,
GD, GCT, GDT e GDTP. Os resultados sdo exibidos em média + erro padrdo. ***P < 0,001
vs. GC; P < 0,001 vs. GCT.

5.1.3 Polidipsia e Polifagia
Foi realizado 0 acompanhamento de ingestao hidrica e consumo de racdo para todos o0s

grupos, durante todo o periodo experimental, diariamente. O acompanhamento confirmou
dados clinicos do aumento de ingestdo de hidrica (Figura 5A), e consumo de racdo (Figura
5B) para animais dos grupos diabéticos (GD, GDT e GDTP), caracterizando a polidpsia e
polifagia presentes na DM. O treinamento, porém, foi capaz de diminuir a ingestdo hidrica e o
consumo de ragdo nos animais dos grupos GDT e GDTP, mesmo que néo significativamente.
O consumo de ragdo, inclusive, teve uma redugdo ainda maior no grupo GDTP quando

comparado ao grupo GD.(Figura 6).
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Figura 6 —Acompanhamento de ingestdo de agua e racdo dos grupos GC, GD, GCT, GDT e
GDTP. Os resultados sdo exibidos através da média e erro padrdo. Figura 6A representa o
valores para a ingestdo hidrica: *P < 0.05 vs. GC nas semanas 7, 8 e 9; **P < 0.01 vs. GC

nas semana 10; P < 0,05 vs. GCT nas semanas 8 e 9; P < 0,01 vs. GCT na semana 10.
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Figura 6B representa o valores para o consumo de racdao: **P < 0,01 vs. GC nas semanas 7,
8,9e10; e **P < 0,01 vs. GCT nas semanas 7, 8, 9 e 10.

5.2 Parametros Bioquimicos

5.2.1 Albumina
O nivel de albumina sérica apresentou-se diminuido, no sangue dos animais dos

grupos diabéticos (GD, GDT e GDTP), quando comparados aos grupos controles (GC e GCT)
(p<0,01). O que sugere uma albumindria, decorrente de lesdo renal. O exercicio se mostrou
eficiente, nos grupos diabéticos treinados ***P < 0,001 (GDT e GDTP), aumentando o nivel

de albumina de forma significante P < 0,05 (Figura 7).
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Figura 7 — Niveis séricos de albumina, no sangue, dos animais dos grupos GC, GD, GCT,
GDT e GDTP. O resultado é mostrado em média £ erro padrdo. ***P < 0,001 vs. C; **P <
0,01 vs. C; *P < 0,05 vs. C; *P < 0,001 vs. D; /P < 0,05 vs. CT.

5.2.2 Creatinina
Observou-se um aumento de creatinina sérica na urina dos animais dos grupos

diabéticos (GD, GDT e GDTP), inclusive do grupo GCT, quando comparados ao grupo GC

*P < 0,05 vs. C (Figura 8). O que pode corroborar com dados de leséo renal.
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Figura 8 — Niveis séricos de creatinina no sangue dos animais dos grupos GC, GD, GCT,

GDT e GDTP. O resultado é mostrado em média * erro padréo. *P < 0,05 vs. C.

5.3 Parametros morfométricos
5.3.1 Peso renal
A hipertrofia renal é um achado patolégico importante, e que pode comprovar a lesdo

induzida pela diabetes. O grupo GD apresentou hipertrofia renal acentuada quando comparada
ao grupo GC (p<0,05). O grupo GD também tem hipertrofia acentuada quando comparado
aos grupos GCT e GDTP (p < 0,001). Por outro lado, estes grupos apresentaram peso renal
semelhantes ao grupo GC, resultados positivos, que mostram que ndo ocorreu hipertrofia
renal. Pode-se observar, ainda, que o GDT ainda teve diferenca significativa quando
comparado ao grupo GCT (p < 0,05), mostrando que mesmo o exercicio fisico realizado
apenas apods a inducdo, foi capaz de minimizar a hipertrofia renal. Destaca-se que houve um
efeito positivo ainda maior no grupo GDTP (p<0,001), sugerindo assim, que o treinamento
anterior a inducdo teve um efeito maior que o exercicio aplicado, apenas apds a inducao
(Figura 9).
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Figura 9 — Peso em gramas (g) do 6rgao fresco dos grupos GC, GD, GCT, GDT e GDTP. O
resultado é mostrado em média + erro padrdo. *P < 0,05 vs. GC; P < 0,001 vs. GD; TP <
0,05 vs. GCT.

5.3.2 Contagem dos glomérulos
N&o houve diferenca na contagem de glomérulos entre o grupo GC e o grupo GD.

Entretanto, houve um aumento no nimero de glomérulos renais, nos grupos treinados GCT,
GDT e GDTP, quando comparados ao grupo GC e ao grupo GD (Figura 10).
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Figura 10 — Contagem de glomérulos por campo (5) para todos os grupos. A- GC; B — GD;
C- GCT; D- GDT; E- GDTP; Seta apontam glomérulos renais. F — Comparacao entre 0s
grupos, resultado expresso em média + erro padrdo. Técnica de coloracdo: Picrosirius red;
Barra de escala: 100 pm. *P < 0,05 e **P < 0,01 vs. GC; "P < 0,0001 vs. GD.
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5.3.3 Tamanho dos glomérulos
O grupo GD mostrou um aumento no tamanho dos glomérulos quando comparados

com o grupo controle (p<0,05). J& os grupos treinados GCT, GDT e GDTP ndo apresentaram
diferenca com o grupo GC, apenas com o grupo GD (*P < 0,05; "*P < 0,001 vs GD). O grupo
GDTP apresentou diminuicdo comparando-se, ainda com o grupo GCT. Sendo estes
resultados positivos e que reforcam a aplicagdo do treinamento fisico como uma forma de

prevencdo da hipertrofia renal. (Figura 11).
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Figura 11 — Tamanho dos glomérulos (10 por lamina) para todos os grupos. A- GC; B — GD;
C- GCT,; D- GDT; E- GDTP; Estrelas marcam os glomérulos. F — Comparagdo entre 0s
grupos, resultado expresso em média + erro padrdo. Teécnica de coloragdo: Picrosirius red;



Barra de escala: 50 pm. *P < 0.01 vs. GC; *P <0,05; *P <0,01; *P <0,001 vs GD e 7P < 0.01
vs. GCT.

5.3.4 Fibrose tubulointersticial
A fibrose é uma caracteristica de doencas renais progressivas como é o caso da ND. O

grupo GD mostrou um aumento na fibrose dos glomérulos quando comparados com o grupo
controle (p<0,05). O grupo GCT apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo
GD (P<0,001), porém se compararmos ao grupo GC, ndo houve aumento. E 0s grupos
diabéticos treinados GDT e GDTP apresentaram uma diminuigdo tanto quando comparado ao
grupo GD (P<0,001), quanto comparado ao grupo GDTP (P<0,001) (Figura 12).
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Figura 12 — Quantificagdo de fibrose tubulointersticial (%). *P < 0,05 vs GC; "P < 0,001 vs
GD e f'P < 0,001 vs GCT.

5.3.5 Fibrose glomerular
O grupo GD mostrou um aumento na fibrose dos glomérulos quando comparados com

0 grupo controle (p<0,001). E uma reducdo desta fibrose nos grupos diabéticos treinados
GDT e GDTP (P < 0,001). O grupo GCT apresentou diferenca estatistica quando comparado
ao grupo GD (P<0,001), porém se compararmos ao grupo GC, ndo houve aumento. (Figura
13).
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Figura 13 — Quantificacdo de fibrose glomerular (%). ***P < 0,001 vs GC; *P < 0,001 vs
GD.

5.4 Enzimas Antioxidantes
5.4.1 Catalase
O grupo GD mostrou uma tendéncia no aumento na atividade da enzima catalase,

quando comparado ao grupo controle (GC). E os grupos submetidos a intervencdo (GCT,
GDT e GDTP) tiveram niveis da atividade mais semelhantes ao grupo GC.(Figura 14).
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Figura 14 — Atividade da enzima Catalse.
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5.4.2 Superoxido Dismutase
O grupo GD mostrou uma tendéncia no aumento na atividade da enzima superoxido

dismustase, quando comparado ao grupo controle (GC). E os grupos submetidos a intervencéao
(GCT, GDT e GDTP) tiveram niveis da atividade mais semelhantes ao grupo GC.(Figura 15).
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Figura 15 — Atividade da enzima Superdxido Dismutase.



6. DISCUSSAO

Esse estudo mostrou que o exercicio aerobio moderado pode prevenir e/ou tratar
alteracdes clinicas, bioguimicas e histopatoldgicas decorrentes da nefropatia diabética, em um

modelo experimental de DM tipo 1.

Semelhante ao que estd descrito na literatura, os animais dos grupos diabéticos
apresentaram a sintomatologia classica da DM tipo 1 tais como: hiperglicemia, perda
ponderal, polidipsia, polifagia e politria durante todo o experimento (Delfino et al, 2002;
Lerco et al,2003; Oliveira et al, 2012).

A glicose € um carboidrato utilizado como principal substrato energético para 0s
diversos tecidos do organismo, existindo uma dependéncia ainda maior para algumas células
ou sistema como as hemécias e o sistema nervoso central. Uma das principais regulaces dos
niveis de glicose no sangue ocorre com o auxilio da produgdo de horménios produzidos pelo
pancreas. A captacdo da glicose é estimulada através da acdo da insulina secretada pelas
células beta pancreatica. Este horménio ao ligar-se com seu receptor, nos tecido muscular
gera uma cascata de reacfes que culminam no aumento da expressdo de um tipo de

transportador de glicose, 0 GLUT4 (Baynes John, 2015; W; CASTELLAR et al., 2011).

O exercicio aer6bio moderado reduziu a glicemia dos animais diabéticos (GDT e
GDTP) submetidos a esta intervencgdo. Possivelmente através de um aumento na expressao de
GLUT4 e/ou redistribuicdo deste transportador para a membrana sarcolemal, visto que no
presente modelo experimental, ndo ocorre a producdo de insulina, pois as células beta
pancreatica sdo destruidas pela estreptozoticina (CASTELLAR et al., 2011; HAYASHI,
WOJTASZEWSKI; GOODYEAR, 1997; JERUMS; MACISAAC, 2015; LUIZ et al., 2013;
SILVA et al., 2012).

A reducdo de peso na DM caracteriza-se pelas alteragdes no metabolismo dos
carboidratos, lipideos e aumento do catabolismo proteico (RAJAEI et al., 2015). Como
previsto, os animais diabéticos apresentaram diminuicdo do ganho de peso corporal. No caso

deste estudo, o exercicio ndo foi capaz de permitir o ganho normal de peso nos grupos com
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intervencdo e o grupo GDTP apresentou perda de peso. E provavel que a submissdo ao
exercicio fisico desde o inicio do periodo experimental possa ter contribuido para esta
diferenca. Tendo o exercicio atuado como um controlador de ganho de peso. N&o

corroborando com os achados evidenciados por Silva et al (2012).

Ainda associado ao quadro clinico da DM, ocorre um aumento na ingestdo de hidrica e
consumo de racdo. O acompanhamento mostrou que os animais dos grupos diabéticos (GD,
GDT e GDTP) aumentaram o consumo de ragdo e ingestdo hidrica confirmando a polidipsia e
polifagia (MELO et al., 2012), porém o exercicio ndo foi capaz de reverter o quadro. A
politria ndo foi quantificada, sendo esta confirmada para todos os grupos diabéticos (GD,
GDT e GDTP) apenas de forma qualitativa. A politria é uma das caracteristicas clinicas da
DM que ocorre devido a um aumento da concentracdo de glicose no filtrado glomerular. As
celulas tubulares ficam sobrecarregadas e ndo conseguem reabsorver a glicose, dando origem
a diurese osmotica. Produzindo assim um grande volume de urina. A polidipsia presente nos
animais diabéticos deve-se a desidratacdo celular. Isso ocorre, em parte, porque a glicose ndo
se difunde facilmente pelos poros das membranas celulares e 0 aumento da pressdo osmaticas
dos liquidos extracelulares, causando de 4gua do meio intracelular para o extracelular, a fim
de manter o equilibrio osmético (GUYTON, 2006).

Uma das primeiras mudancas caracteristicas que causam a ND é a eliminacdo de
albumina na urina. A albumina tornou-se a modalidade de selecdo de proteina recomendada,
devido a sua manifestacdo na maioria dos casos de doenca renal crbnica (DRC)
(KOWALSKI; KRIKORIAN; LERMA, 2014). Devido a limitagbes do estudo n&o foi
possivel quantificar os niveis de albumina na urina. Porém foi possivel observar, através da
quantificacdo de albumina no sangue, que os animais dos grupos diabéticos apresentaram uma
diminuicdo desta proteina, sugerindo um possivel aumento de sua excregcdo e 0 que sugere,
também indicacdo de lesdo do parénquima renal. Neste caso, 0 exercicio ndo foi capaz de

amenizar as alteracGes causadas pela doenca.

Foi observado em nosso estudo o exercicio fisico culminou em uma maior excre¢édo de
creatinina na urina dos animais dos grupos treinados (GCT, GDT e GDTP), bem como do
GD, quando comparados ao grupo GC. A creatinina excretada na urina é resultado do

metabolismo de proteinas, bem como da conversdo ndo enzimatica de creatina e de
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fosfocreatina. A creatina € um tipo de aminoacido que pode ser proveniente da biossintese
enddgena ou fontes dietéticas e é transportada para tecidos com requisitos de alta energia,
como musculo esquelético durante o exercicio (PETERS et al., 2014). Logo, explica-se 0s
valores aumentados de creatinina nos grupos submetidos a intervencdo. Ja para 0s animais

diabéticos é explicado pela grande perda de massa corporal caracteristico da doenca.

Em nosso estudo o grupo GD apresentou hipertrofia renal acentuada quando
comparada ao grupo GC (p<0,05). O que j& era esperado 0s estagios iniciais da diabetes j& sdo
caracterizados com hipertrofia renal. A hipertrofia € um achado patoldgico importante, e que
pode comprovar a lesdo induzida pela diabetes (AMARAL et al., 2016) O grupo GD teve
hipertrofia acentuada e significativa quando comparada aos demais grupos. Por outro lado, os
grupos que foram submetidos ao exercicio (GCT, GDT e GDTP) ndo tiveram hipertrofia
renal. O grupo GCT mostra que o exercicio aplicado ndo é capaz de causar algum dano renal,
visto que seus resultados foram semelhantes ao grupo GC. Porém aos grupos diabéticos
treinados GD e GDTP observamos o beneficio do exercicio, sobre a hipertrofia, tendo um
efeito benéfico ainda maior no grupo diabético treinado previamente. Em geral, o treinamento
de exercicios melhora funcdo renal através da melhoria dos fatores metabdlicos,

principalmente através do controle da glicemia (ISHIKAWA et al., 2012).

Histologicamente, o nimero de glomérulos e de tabulos proximais diminui se
comparado com a massa renal total. Essa diminuicdo € mais expressiva na regido cortical.
(ANTONIA; PAULA; TEIXEIRA, 2008). N&o houve diferenca na contagem de glomérulos
entre o grupo GC e o grupo GD. Entretanto, existe um aumento no nimero de glomérulos
renais, dos grupos treinados GCT, GDT e GDTP, quando comparados ao grupo GC e ao
grupo GD. O numero de glomérulos estd relacionado com o numero de nefrons e a
nefrogénese (formacgdo dos nefrons) termina apds as 36 semanas de gestacdo. O nimero de
glomérulos renais é algo que diminui & medida que a idade avanca (ANTONIA; PAULA;
TEIXEIRA, 2008; BERTRAM, 2013). Em nosso trabalho foi observado que os animais dos
grupos treinados ndo tiveram essa diminuigdo, sugerindo que o treinamento pode retardar a

diminuicdo do numero de glomérulos renais com o tempo.

O exercicio aumenta a permeabilidade glomerular influenciando hemodinamica renal

(KURDAK et al., 2010) Porém ndo significa que ocorre uma hipertrofia glomerular (aumento
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do tamanho dos glomérulos). O que pode ocorrer ¢ um aumento do namero de células
(residentes e infiltradas) dentro de um glomérulo e/ou aumento do tamanho de células
individuais e/ou acumulacdo de matriz extracelular. A hipertrofia glomerular é observada em
varios estados patologicos como a DM (ZIMANYI1 et al., 2009). O nosso estudo mostra que
grupo GD evidenciou um aumento no tamanho dos glomérulos quando comparados com 0
grupo controle. J& os grupos treinados GCT, GDT e GDTP néo apresentaram diferenga com o
grupo GC, apenas com o grupo GD O grupo GDTP apresentou diminuicdo comparando-se,
ainda com o grupo GCT. Sendo estes resultados positivos e que reforcam a aplicacdo do

treinamento fisico como uma forma de prevencao da hipertrofia glomerular.

Estudos mostram que o exercicio regular diminui a expansdo mesangial e que a
protecdo renal como resultado do exercicio fisico pode ser confirmado por estudo
morfolégico glomerular (BOOR et al., 2009; LUIZ et al., 2013)). Na ND a producdo de
matriz extracelular, da qual se compde o tecido mesangial e a sintese da membrana basal
glomerular, supera a degradacdo, ocorrendo um acumulo dessa matriz tanto no mesangium
glomerular, quanto intersticial tubular, culminando em cicatrizagdo renal excessiva e a caracteristica
fibrose (KAIMORI et al., 2017). E fibrose é a chave Patologia subjacente que representa a via comum
final para doenca renal em estagio final (ESRD) (HILLS; SQUIRES, 2011). E Embora a ND fosse
tradicionalmente considerado uma doenga principalmente glomerular, atualmente e amplamente aceita
que a fungdo renal também estd correlacionada com o grau de fibrose tubulointersticial renal
(KAIMORI et al., 2017; PRABHAKAR et al., 2007). Em nosso estudo o grupo GD mostrou um
aumento na fibrose dos glomérulos quando comparados com o grupo GC e o GCT. O
exercicio aerobio demostrou ter diminuido os indices de fibrose nos grupos diabéticos
treinados GDT e GDTP, apresentando uma diminuicdo quando comparados ao grupo
diabético que ndo sofreu intervencdo. Resultados semelhantes foram encontrados para 0s
achados de fibrose tubulointersticial, mostrando que o exercicio foi capaz de prevenir a
formacéo de tecido fibrético nos glomérulos e tabulos. Possivelmente pelo controle nos niveis

glicémicos anteriormente mostrados.

Os nossos resultados apontam uma tendéncia no aumento da atividade enzimatica da
CAT no tecido renal frente a DM tipo 1, bem como na atividade enzimatica da SOD, porém
sem diferenga significativa. E uma tendéncia na diminuigdo da atividade destas enzimas frente

ao exercicio fisico. A maioria dos estudos consultados para elaboracdo deste trabalho aponta
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que a diabetes provoca reducdo na atividade enzimatica da SOD (HURDAG et al., 2006;
FORGIARINI JUNIOR et al., 2009; GAO et al., 2014). Em relacdo a atividade enzimética da
CAT, alguns estudos mostram que a DM promove sua reducdo (SAMARGHANDIAN;
AFSHARI; SADATI, 2014), enquanto outros trabalhos reportam o oposto (GUMIENICZEK
etal., 2002).

A diminuicdo da atividade enzimatica da CAT apresentada pelos animais diabéticos
leva ao acimulo do seu substrato, o H,O,. Essa explicagdo ganha mais evidéncia pelo fato da
SOD ter sofrido alteracdo pela DM tipo 1. (KAUL et al., 1996).

O exercicio fisico agudo (uma sessdo) pode induzir danos oxidativos. No entanto,
quando praticado de forma regular, ele parece melhorar os sistemas de defesa antioxidante,
baseando-se em alguns estudos com animais. O que fortalece a ideia de que o exercicio fisico
atue como protetor contra as espécies reativas de oxigénio (ATALAY; LAAKSONEN, 2002).

A modesta atuacdo do exercicio fisico sobre os nossos resultados pode ser devido ao

tempo de treinamento dos animais, que foi de trés semanas.
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7. CONCLUSAO

e A diabetes desencadeou um quadro de nefropatia diabética, o qual foi evidenciado
pelas caracteristicas clinicas pré-estabelecidas na literatura. Como a Polidipsia,
polidria e Polifagia. Assim como o0 aumento da creatinina na urina e diminuicdo da

albumina sérica no sangue associado ao quadro de hipertrofia renal;

e A nefropatia diabética foi também observada através de alteragdes na arquitetura
renal, como tamanho e densidade glomerular, fibrose glomerular e fibrose

tubulointersticial;

e O exercicio fisico mostrou-se eficiente na maioria das varidveis avaliadas. Mostrando
significativo em alguns parametros importantes para a prevencdo e ou tratamento aos
danos renais causados pela DM. Como o controle glicémico, responsavel por
desencadear a maioria dos demais processos patolégicos. A atividade fisica
possivelmente ¢ uma protecdo contra o desenvolvimento da nefropatia, evidenciada
pela manutencdo do peso renal dos grupos diabético treinado similar ao grupo

controle;

e Apesar de ndo ter sido obtido resultados significativos, frente a analise das enzimas
antioxidantes, é possivel sugerir que um tratamento mais prolongado possa vir a se

tornar mais uma forma de tratamento coadjuvante da DM tipo 1;

e Estudos avaliando um perfil cronico da diabetes e com outras modalidades de exercicio
terapéutico sdo necessarios para se avaliar mais detalhadamente as modificacdes
morfofuncionais do rim que ocorrem frente a essa patologia de impacto mundial na satde da

populagéo.
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Natal (RN), 06 de maio 2015.

Certificamos que o projeto intitulado “Influéncia do exercicio aerébio moderado em
alteracbes de estresse oxidativo causadas pela nefropatia diabética em ratos”, protocolo
014/2015, sob a responsabilidade de BENTO JOAO DA GRACA AZEVEDO ABREU, que
envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), 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 da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUA/UFRN, em reunido de 24

de abril de 2015.

Vigéncia do Projeto OUTUBRO 2016

Numero de Animais 67

Espécie/Linhagem Rattus novergicus / Wistar

Peso/ldade 200-250g / 55 dias

Sexo Machos

Origem Biotério Centro de Ciéncias da Saude UFRN

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, é funcdo do
professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatério de
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INFLUENCIA DO EXERCICIO AEROBIO MODERADO EM ALTERAGOES DE ESTRESSE OXIDATIVO
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3) PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Bento Jodo da Graga Azevedo Abreu

4) DATA DO PARECER:

08/04/2015
5) SUMARIO DO PROJETO:
6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Verificar a influéncia do exercicio fisico aerébio nas alteracGes do estresse oxidativo proporcionadas pela
Diabetes Mellitus num modelo experimental de ratos.

7) FINALIDADE DO PROJETO: Ensino Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS:
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Comentérios gerais sobre o projeto:

O projeto apresenta adequacgdo aos principios éticos da CEUA-UFRN e da Legislacao
brasileira.

o Serdo utilizados 67 ratos machos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, com 55 dias de idade,
pesando entre 200-250 g, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte.

o Os animais permanecerdo alojados em caixas de propileno providas de bebedouro e comedouro
durante periodo de ambientagdo de uma semana. Em seguida, serdo alocados individualmente em
gaiolas metabdlicas, mantidas em condigGes controladas de temperatura (24+2°C) e de iluminagao (ciclo
de 12 horas claro/ 12 horas escuro) e receberao racao e agua ad libitum.

e Apds jejum prévio de 24hs, os animais dos grupos DS e DT terao a DM-1 induzida por injecao
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ , Sigma-Aldrich , St. Louis , MO ) dissolvida em solu¢do tampao
de citrato 0,1 M (0,1 M, pH 4,5 ) a uma dose de 60 mg/kg de peso corporal.
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divididos quatro estagios progressivos: (a) periodo de aquecimento (3 a 5 min); (b) zona intermédia (14
a 20 min), (c) da zona de formagao (10 a 30 min), e (d) periodo de resfriamento (3 a 5 min).

e Apds o periodo de treino, os animais serdo alocados entre 2-5 dias em gaiolas metabdlicas situadas no
Biotério do CCS/UFRN para coleta de urina. Os animais de todos os grupos serdo eutanasiados com dose
letal de tiopental intraperitoneal (>90mg/kg de peso) associado a lidocaina (2%), seguida de toracotomia
para a retirada bilateral dos rins.

e Descricdo de todas as analises que serao realizadas.
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